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A doença de Parkinson (DP) é uma patologia neurodegenerativa complexa que inclui 
sintomas cognitivos, motores e não-motores, com fatores etiológicos ainda 
estudados, e, atualmente, com tratamentos baseados em cuidados e medicamentos 
paliativos. Embasados na hipótese de que a morte neuronal dopaminérgica na DP é 
multifatorial, e pode ser iniciada por insultos ocorrridos durante a vida intra-uterina 
do indivíduo, realizamos, neste trabalho, a exposição pré e pós-natal à endotoxina 
bacteriana (lipopolissacarídeo – LPS) em ratos Wistar. Em adição, investigamos a 
capacidade da suplementação com ácidos graxos poli-insaturados ômega-3 (AGPIs 
ω-3) durante a formação do sistema nervoso central, gerar modificações no 
microambiente glial e neuronal da prole, e sua eficácia em atenuar ou reverter a 
neurotoxicidade causada pela inflamação e consequente dano neuronal 
dopaminérgico. Ratas prenhas no 11º dia de gestação foram submetidas à aplicação 
de 1mg/kg de LPS. Evidenciou-se, ao avaliar a prole aos 21 dias de vida, 
significativa redução no número de neurônios tirosina hidroxilase (TH) 
imunorreativos na substância negra parte compacta (SNpc) e da concentração de 
dopamina (DA) estriatal, além de expressivo déficit de memória espacial e não 
espacial. Nesta fase, apesar da suplementação com AGPIs ω-3 não alterar o 
número de neurônios dopaminérgicos na SNpc, gerou profundo efeito neuroprotetor 
na preservação da função cognitiva dos animais. Para avaliarmos se o dano 
neuronal decorrente da exposição pré-natal estaria presente e/ou potencializaria 
insulto inflamatório posterior, alguns animais expostos na vida intra-uterina ao LPS, 
foram mantidos até a idade adulta (90 dias), e então re-expostos ao LPS intranigral 
através de cirurgia estereotáxica. Nesta fase, o déficit cognitivo decorrente da 
aplicação de LPS pré-natal, ainda presente nos animais não suplementados, foi 
prevenido pela suplementação com AGPIs ω-3, possivelmente pela manutenção dos 
níveis de DA estriatal. Por outro lado, estes ácidos graxos não se mostraram hábeis 
em alterar a significante ativação microglial e astrocitária, e a acentuada morte 
neuronal dopaminérgica observadas em decorrência da injeção de LPS intranigral. 
Além disso, os dados mostraram ausência de alteração nas expressões de proteínas 
pró e anti-inflamatórias após o insulto inflamatório, além de a continuada ativação 
microglial e astrocitária não aumentarem o translocamento da proteína indutora de 
apoptose (AIF) para o núcleo dos neurônios dopaminérgicos no processo de morte 
neuronal via apoptose caspase independente. Neste contexto, pudemos inferir que o 
efeito neuroprotetor dos AGPIs ω-3 está diretamente ligado à função neuronal, e que 
podem em situações adversas, mesmo em logo prazo, manter os níveis fisiológicos 
de DA estriatal para que funções cognitivas, comportamentais e até possivelmente 











Parkinson's disease (PD) is a complex neurodegenerative disorder including 
cognitive, motor e non-motor symptoms. Based on the hypothesis that the 
dopaminergic neuronal death in PD is multifactorial, and may be initiated by insults 
during intra-uterine life, we performed pre- and postnatal exposure to bacterial 
endotoxin (lipopolysaccharide - LPS) in Wistar rats. In addition, we investigated the 
ability of supplementation with polyunsaturated fatty acids omega-3 (ω-3 PUFAs) 
during central nervous system formation, to generate neuronal and glial changes in  
microenvironment of the offspring, and its efficacy in attenuate or reverse the 
neurotoxicity caused by inflammation, and subsequent dopaminergic neuronal 
damage. The injection of bacterial endotoxin (lipopolysaccharide - LPS) into pregnant 
rats at embryonic day 11, resulted in a birth of offspring with fewer than normal 
tyroxine hydroxylase immunoreactive neurons in the substantia nigra pars compacta 
(SNpc), decreased concentration of striatal DA, e significant deficit in spatial e non-
spatial memories, when assessed at postnatal days 21. At this stage, despite 
supplementation with ω-3 PUFAs did not alter the number of dopaminergic neurons 
in SNpc, generated profound neuroprotective effect in preserving cognitive function. 
In addition, to assess if neuronal damage induced by prenatal exposure would be 
present and/or potentiate subsequent inflammatory insult, some animals exposed in 
utero life to LPS, were maintained into adulthood (90 days), and exposed again to 
the intranigral LPS by stereotactic surgery. The cognitive deficits resulting from the 
prenatal LPS exposure still present in the non-supplemented animals, and 
interestingly were prevented by supplementation with ω-3 PUFAs, possibly by 
maintaining the levels of striatal DA. On the other hand, these fatty acids were not 
able to alter the microglial and astrocyte activation, and the significant dopaminergic 
neuronal death observed due to the intranigral injection of LPS. Also, the data 
showed no change in expression of pro- and anti-inflammatory proteins after the 
inflammatory insult, and that the important modification of glial microenvironment did 
not increase the apoptosis-inducing protein (AIF) to the nucleus of the dopaminergic 
neurons in the caspase-independent apoptosis pathway. In this context, we can infer 
that the neuroprotective effect of these fatty acids are directly linked to neuronal 
function, which may under adverse conditions, even in long term, maintain 
physiological levels of striatal DA to cognitive, behavioral, e even possibly motor 
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1.1 DOENÇA DE PARKINSON 
 
 
A Doença de Parkinson é uma doença neurodegenerativa progressiva que 
afeta mais de 6 milhões de pessoas no mundo. A incidência desta patologia, nas 
pessoas com 65 anos ou mais é aproximadamente 160 por 100.000 habitantes 
(WIRDEFELDT et al., 2011), o que a torna a segunda patologia neurodegenerativa 
mais prevalente, perdendo apenas para a doença de Alzheimer. Nos Estados 
Unidos a cada ano 60.000 novos casos são diagnosticados (WIRDEFELDT et al., 
2011) e mais de 20.000 mortes são atribuídas à DP (KOCHANEK et al., 2011). 
A DP é clinicamente considerada como uma doença motora, caracterizada 
pela presença de três sintomas principais: tremor de repouso, rigidez e bradicinesia. 
A instabilidade postural, geralmente considerada como um dos sinais cardinais da 
DP é menos específica e pode ser considerada como uma manifestação dos 
estágios mais tardios da doença (PARKINSON, 2002).  Em 70% dos pacientes o 
tremor de repouso, caracterizado por frequência entre 3-6 Hz, é o primeiro sintoma 
visível e predominante na parte distal das extremidades principalmente nas mãos, 
mas também pode ser visível no queixo, lábios e mandíbula (DOORN et al., 2012). 
Outro sinal cardinal é a rigidez muscular, ou seja, resistência aumentada durante a 
movimentação articular passiva caracterizada na forma de roda denteada; 
geralmente mais pronunciada no membro de maior tremor. Esta rigidez é aumentada 
com a atividade motora contralateral ou quando se desenvolve, com o paciente, 
tarefas mentais de rendimento (SAMII et al., 2004). O terceiro sintoma motor típico é 
a bradicinesia, que se remete à lentidão dos movimentos, e à dificuldade de 
desempenhar tarefas que necessitem de acuidade motora. Na realidade, a 
bradicinesia engloba uma variedade de outros sintomas presentes no portador de 
DP como a redução da expressão facial, dificuldade de deglutição e redução dos 
movimentos pendulares de braço durante a marcha (JANKOVIC, 2008). 
Nas últimas duas décadas os sintomas não motores da DP também têm 
ganhado considerável atenção. A disfunção autonômica geralmente se manifesta na 
forma de constipação intestinal, frequência e urgência urinária, e hipotensão 
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ortostática – que acomete aproximadamente 50% dos casos (DOORN et al., 2012). 
A depressão desenvolve-se em cerca de 40% dos indivíduos com DP, embora nas 
fases mais tardias da doença este índice alcance 80%. Além disso, a combinação de 
demência e os medicamentos utilizados para tratar os sintomas da doença podem 
gerar alucinações e comportamento psicótico em alguns indivíduos (SAMII et al., 
2004).  Embora os distúrbios do sono tenham sido durante anos atribuídos à 
farmacologia fornecida aos pacientes, recentemente mostrou-se que esta 
característica é inerente à doença (GJERSTAD et al., 2006).  A insônia, 
particularmente a fragmentação do sono, também é frequente (50% de prevalência), 
mas a ocorrência é altamente variável entre pacientes (JANKOVIC, 2008). 
Todos os sintomas motores da DP (i.e. tremor de repouso, rigidez, 
bradicinesia e instabilidade postural) foram descritos, de maneira quase irretocável, 
por James Parkinson em 1817. O médico inglês identificou seis casos, três foram 
pacientes examinados em seu consultório. Outros três foram descritos através de 
observação das pessoas portadoras da doença que transitavam nas ruas de 
Londres (PARKINSON, 2002). Entretanto, somente após 100 anos (1919) da 
descrição original de James Parkinson, a morte neuronal da substância negra parte 
compacta (SNpc) foi apontada como fator patológico central, e apenas 140 anos 
após sua descrição (1957) houve a correlação destes sintomas com a severa 
depleção de dopamina (DA) estriatal nos pacientes (DAUER e PRZEDBORSKI, 
2003; BJORKLUND e DUNNETT, 2007). 
Correlações entre análises clínicas e neuroquímicas mostram que os 
sintomas cardinais da DP somente aparecem quando a redução neuronal na SNpc 
excede aproximadamente 50%, e quando os níveis estriatais de DA são depletados 
em aproximadamente 80% ou mais (DEBEIR et al., 2005). Embora a perda dos 
neurônios dopaminérgicos da SNpc seja nomeado como fator patológico primário da 
DP, também é observada morte neuronal difusa que pode ocorrer no locus 
coeruleus, no núcleo motor do nervo vago, nervo glossofaríngeo, núcleo basal de 
Meynert, e em fases avançadas, morte neuronal no neocortex (LONG-SMITH et al., 
2009). Braak et al., (2003) examinaram 110 encéfalos de pacientes com DP e 
notaram que a progressão da doença segue uma “sequência pré-determinada” de 
eventos, e as categorizaram dentro de uma escala de evolução. O estágio 1 e 2 
envolve a patologia na estrutura olfatória, medula oblonga e parte do tegmento 
pontino. Os estágios 3 e 4 envolvem a patologia na SNpc e afetam algumas áreas 
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prosencefálicas. Nos estágios 5 e 6 são encontradas degenerações nas áreas 
sensoriais do córtex e áreas pré-motoras (BRAAK et al., 2003). 
Atualmente os tratamentos para a DP são predominantemente paliativos; 
reduzem os sintomas e melhoram a qualidade de vida do indivíduo no período de 5-
8 anos. No final deste período, a maioria desenvolve complicações 
neuropsiquiátricas e motoras (discinesias) (KULISEVSKY et al., 2013). Esta 
observação reforça a necessidade de terapias neuroprotetoras que induzam 
benefícios duráveis e que influenciem no aparecimento da doença e/ou os déficits 





A maior parte dos surgimentos da DP é idade-relacionada; em países 
desenvolvidos ela afeta aproximadamente 1% da população com até de 60 anos. Na 
população acima de 60 anos atinge nível de presença de até 4% (LONG-SMITH et 
al., 2009).  
Em 90-95% dos casos a DP ocorre de maneira idiopática, enquanto nos 
remanescentes 5-10% está presente uma mutação genética. Atualmente 10 loci 
genéticos associados com a DP de origem genética autossômica dominante ou 
recessiva foram identificados (WIRDEFELDT et al., 2011).  Em 1997, a α-sinucleína 
(PARK1) foi a primeira mutação identificada em linhagens originárias da 
Itália/América em três famílias gregas não relacionadas (POLYMEROPOULOS et al., 
1997). Esta descoberta inaugurou a Era da investigação genética da DP, e a procura 
de herança autossômica dominante ou recessiva que condicionam à patologia. Além 
das causas genéticas determinantes da DP, foram descobertos genes que não 
condicionam a ocorrência da doença, mas aumentam o seu risco (genes 
predisponentes). Todavia, estas pesquisas sugerem que a suscetibilidade genética 
desempenha um papel significante na doença de início precoce, e menos importante 
na doença de aparecimento tardio (SAMII et al., 2004).  
Por outro lado, apesar dos recentes progressos na compreensão da etiologia 
da DP idiopática, os mecanismos pelos quais o processo neurodegenerativo se 
inicia e progride ainda não são totalmente claros. Diferentes fatores como 
envelhecimento, vulnerabilidade genética e toxinas podem propiciar alterações 
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celulares e moleculares envolvidas na morte neuronal dopaminérgica, incluindo 
excitotoxicidade e disfunção mitocondrial (DAUER e PRZEDBORSKI, 2003; 















FIGURA 1 – INTERAÇÃO SINÉRGICA DOS MECANISMOS ENVOLVIDOS NA MORTE 
DOS NEURÔNIOS DOPAMINÉRGICOS NA DOENÇA DE PARKINSON. 




Análises post-mortem de tecido encefálico de indivíduos parkinsonianos, 
modelos animais, e cultura de células suportam o envolvimento do estresse 
oxidativo e da disfunção mitocondrial na patogênese da DP (revisado por HAUSER e 
HASTINGS, 2013). O estresse oxidativo, decorrente da excessiva produção de 
espécies reativas de oxigênio pode, potencialmente, danificar os lipídeos celulares, 
proteínas e o DNA. Além disso, significativas alterações do sistema de defesa anti-
oxidante, particularmente reduzidos níveis de glutationa, foram encontrados na SNpc 
de pacientes com DP (SIAN et al., 1994). A auto-oxidação da dopamina, uma reação 
conhecida por gerar superóxido e peróxido de hidrogênio, bem como quinonas de 
dopamina, também pode contribuir para o dano dos neurônios dopaminérgicos 
(DAUER e PRZEDBORSKI, 2003). Recentemente, estudos também apontam o 
processo inflamatório como um fator contribuinte na cascata de eventos que leva à 
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morte celular na DP. Esses mecanismos compreendem a ativação microglial, a 
astrogliose e a infiltração de linfócitos no sistema nervoso central (SNC). Desta 
forma, os consequentes insultos neuronais cumulativos imputáveis a todos estes 
fatores de estresse podem promover prematura degeneração dopaminergica através 
de programas apoptóticos e desencadear e/ou contribuir no desenvolvimento da DP 




1.1.2 Evidências do envolvimento neuroinflamatório na etiologia da doença de 
Parkinson 
 
A pandemia de gripe, no final da primeira guerra mundial (1914 - 1918), foi 
associada a um aumento considerável no número de casos (+50%) de 
parkinsonismo pós-encefalite (PPE) diagnosticados nas décadas de 1920 e 1930 
(JOSEPHS et al., 2002). Todavia, a mais convincente e completa evidência do 
envolvimento inflamatório na DP surgiu em estudo post-mortem no qual McGEER et 
al., (1988) encontraram ativação da microglia e presença de linfócitos T na SNpc de 
pacientes parkinsonianos. A presença do processo inflamatório também teve 
confirmação em bases moleculares: a concentração de citocinas pró-inflamatórias 
como interleucina-1 (IL-1) e interleucina-6 (IL-6), além dos níveis do fator de necrose 
tumoral alfa (TNF-α) se mostraram elevados no encéfalo e líquido cefalorraquidiano 
de pacientes com DP (MOGI et al., 1994a; MOGI et al., 1994b). Ampliando este 
conceito, estudo posterior confirmou que os neurônios dopaminérgicos expressam 
receptores para estas citocinas inflamatórias e que, esta expressão está aumentada 
nos indivíduos portadores da DP (MOGI et al., 2000). 
A partir dessas constatações tornou-se essencial o entendimento do 
processo inflamatório na DP para elucidar possíveis mecanismos etiológicos e, 
eventualmente, desenvolver estratégias terapêuticas efetivas. Neste propósito, 
alterações celulares e moleculares visualizadas nos encéfalos humanos, 
principalmente a reação glial envolvendo astrócitos e células da microglia, foram 
reproduzidas em modelos animais submetidos à injeção intracerebral de 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) (AKIYAMA e MCGEER, 1989; RODRIGUES et al., 2001) 
e injeção periférica de 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) (YASUDA et 
al., 2008).  Todavia, nas últimas duas décadas a inflamação induzida pela injeção de 
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lipopolissacarídeo (LPS) tem replicado com ampla fidedignidade características da 
DP (LIU e BING, 2011). 
 
 
1.1.3 O papel da glia na Doença de Parkinson 
 
A inflamação é uma reação de defesa do organismo contra um estímulo 
agressor. No SNC o principal sistema imune defensivo inato é desempenhado por 
células imunocompetentes denominadas microglia. Na formação embrionária, a 
microglia tem origem mesodérmica, e provavelmente pertence à linhagem mielóide 
que infiltra o SNC durante a fase pré-natal e início da fase pós-natal (LADEBY et al., 
2005). Estas células entram no SNC através da corrente sanguínea, terceiro 
ventrículo e meninges (CUADROS e NAVASCUES, 1998). Embora presente em 
todas as áreas do encéfalo a microglia não é uniformemente distribuída, com 
variação entre 5% no córtex cerebral, 12% na substancia negra, a 16,6% na medula 
oblonga, da proporção total das células (MITTELBRONN et al., 2001). 
Tradicionalmente a microglia era considerada principalmente por seu papel de 
remover debris celulares (BARRON, 1995). No entanto, de acordo com Long-Smith 
et al., (2009), a microglia tem um papel chave no SNC tanto no desenvolvimento 
como na fase adulta do indivíduo. No encéfalo saudável é postulado que a microglia 
possui um estado de “repouso” com morfologia ramificada característica (CUADROS 
e NAVASCUES, 1998). No entanto microglia em repouso, contrariamente ao que 
sugere seu nome, não está estática. Estudo com imagens in vivo utilizando 
fotomicroscopia demonstrou que a microglia em repouso, em um estado normal, não 
move seu corpo celular, mas demonstra alta habilidade em movimentar rapidamente 
suas ramificações através de protusões e retrações, formando bulbos terminais. 
Para os autores, através desta mobilidade ela constantemente monitora a área na 
qual reside contra patógenos e mudanças no microambiente, além de realizar a 
limpeza de produtos metabólicos e componentes de tecido deteriorado 
(NIMMERJAHN et al., 2005). 
Como a microglia é particularmente sensível às mudanças em seu 
microambiente, pode ser facilmente ativada por mudanças imunológicas (bacteriana 
ou viral), lesão neuronal (trauma cerebral) e outros fatores, incluindo síndromes 
inflamatórias crônicas (artrite reumatóide, esclerose múltipla) e toxinas ambientais 
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(pesticidas) (TANSEY e GOLDBERG, 2010). Uma vez ativada, a microglia pode 
destruir micro-organismos invasores, remover debris potencialmente deletérios, 
promover reparação tecidual através da secreção de fatores de crescimento, e ainda 
facilitar a manutenção da homeostase no encéfalo (ORR et al., 2002; LONG-SMITH 
et al., 2009). Neste contexto, estudos utilizando marcação radioativa em células da 
medula óssea confirmaram que células progenitoras podem migrar, em pequena 
quantidade, do tecido periférico em direção ao parênquima neuronal e diferenciar-se 
em microglia após insulto cerebral mesmo em fase adulta (LADEBY et al., 2005). 
Além disso, a microglia residente no SNC pode sofrer renovação através do 
processo de mitose para aumentar o número de células na área afetada durante um 
insulto neuronal (AJAMI et al., 2007). 
Na situação de ativação a microglia sofre mudanças conformacionais para 
uma forma amebóide facilitando sua proliferação, migração e o processo de 
fagocitose (NIMMERJAHN et al., 2005). Assim, após um insulto, a microglia - 
utilizando-se de ATP liberado a partir dos astrócitos - consegue se direcionar aos 
locais da lesão e cercar a área de insulto para proteger as células adjacentes 
(DAVALOS et al., 2005), através da secreção de moléculas imunorreguladoras como 
citocinas, quimiocinas, neurotrofinas, e espécies reativas de oxigênio e nitrogênio 
(HIRSCH e HUNOT, 2009). 
A existência de processo inflamatório e ativação da microglia em paciente 
portadores de DP foi descrita primariamente em estudo post-mortem realizado por 
(McGEER et al., 1988). Este achado foi posteriormente corroborado por Gerhard et 
al., (2006) que mostraram imagens in vivo da ativação microglial em pacientes 
parkinsonianos através da tomografia de emissão de pósitrons. Especificamente os 
pacientes com DP idiopática tiveram significativa ativação microglial independente 
da fase da doença em que se encontravam. Estes dados sugerem que a ativação 
microglial mostra-se presente já nas fases iniciais da doença, e permanece neste 
estado durante toda sua progressão, tornando constante o estado inflamatório e a 
vulnerabilidade da população neuronal (GERHARD et al., 2006). 
Como nas últimas décadas os astrócitos se tornaram reconhecidamente 
importantes na função encefálica normal, o papel destas células na doença 
neurológica também ganhou relevância. Os astrócitos são as mais numerosas 
células constituintes da glia (RAPPOLD e TIEU, 2010) e podem estar 
funcionalmente envolvidos na: (1) liberação e suprimento dos neurônios com fatores 
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tróficos (COLANGELO et al., 2014); (2) regulação basal da transmissão sináptica, 
uma vez que os astrócitos detectam a liberação de neurotransmissores durante a 
sustentada e intensa atividade das redes neuronais (PANATIER et al., 2011); (3) 
eficiência sináptica, pois além de os astrócitos estarem perfeitamente posicionados 
controlando as membranas pré e pós-sinapticas, estão envolvidos na modulação de 
Ca2+ no local (PANATIER et al., 2011); (4) modulação da plasticidade neuronal e na 
formação de memória (HENNEBERGER et al., 2010); e (5) no envolvimento em 
diversas funções durante o desenvolvimento, incluindo a sinaptogênese 
(SOFRONIEW e VINTERS, 2010; CHUNG e BARRES, 2011). 
Todavia, o envolvimento neuroprotetor e neurodegenerativo dos astrócitos 
depende amplamente das moléculas que são por ele liberadas no espaço 
extracelular, uma vez que astrócitos, neurônios e microglia estão em íntimo contato. 
Os astrócitos podem liberar e suprir os neurônios com fatores neurotróficos, como o 
fator de crescimento da glia (NGF), neurotrofina-3, e fator de crescimento do 
fibroblasto básico (bFGF), assim como o antioxidante glutationa, para a 
sobrevivência e o bom funcionamento dos neurônios (RAPPOLD e TIEU, 2010). Por 
outro lado, quando estas células estão em um processo de ativação, denominado 
astrogliose, liberam citocinas e quimiocinas que são deletérios aos neurônios 
(SOFRONIEW e VINTERS, 2010). 
A reação astrocitária é uma característica neuropatológica presente na DP. 
Utilizando a marcação para a proteína ácida fibrilar glial (GFAP), Damier et al., 
(1993) demonstraram em estudo post-mortem que os astrócitos são 
heterogeneamente distribuídos no encéfalo de indivíduos normais e, 
comparativamente, os parkinsonianos apresentavam, em análise quantitativa, 
aumento de 30% destas células na SNpc (DAMIER et al., 1993). Recentemente 
astrócitos imunorreativos para inclusões de α-sinucleína foram relatados em 
indivíduos portadores de DP idiopática (BRAAK et al., 2007), contudo os efeitos 
adversos da acumulação desta proteína nos neurônios têm sido amplamente 
estudados; no entanto, a sua presença nos astrócitos ainda é pouco explorada. 
Uma revisão de literatura nos revela rapidamente que a maioria dos 
resultados de pesquisa sobre neuroinflamação aponta o envolvimento da microglia. 
No entanto, diversas evidências sugerem que os astrócitos também estão 
envolvidos neste cenário numa condição patológica (RAPPOLD e TIEU, 2010; 
McGANN et al., 2012). Nesta situação, citocinas inflamatórias como IL-1β e TNF-α 
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são liberados pela microglia e podem resultar em ativação parácrina dos astrócitos. 
Esta ativação, em última instância, gera uma produção de mediadores tóxicos pelos 
astrócitos, que inclui oxido nítrico e espécies reativas de oxigênio. Esses fatores 
podem atuar aditivamente ou sinergicamente com os fatores neurotóxicos 
produzidos pela microglia, fechando um círculo vicioso que leva, inevitavelmente, a 
um ambiente hostil para a sobrevivência neuronal (SAIJO et al., 2009). 
Assim, uma importante hipótese para a etiologia da DP é que um fator de 
iniciação transitória (e.g. exposição a toxinas, vírus, infecções, pesticidas, etc.) pode 
gerar um ciclo de auto-perpetuação na ativação microglial/astrocitária através da 
secreção de mediadores inflamatórios como TNF-α e IL-1β que podem diretamente 




1.1.4 Doença de Parkinson e inflamação sistêmica 
 
O SNC é considerado imunologicamente privilegiado pela barreira 
hematoencefálica (BHE) que previne a entrada de patógenos e células imunes no 
parênquima encefálico. Contudo, nos últimos anos esta concepção tornou-se mais 
maleável, uma vez que na maioria das neuropatologias, incluindo a DP, existe 
importante fator inflamatório na etiologia/progressão da doença (MOSLEY et al., 
2006). Na realidade, a inflamação e a perturbação na BHE podem desempenhar 
papel importante na neurodegeneração através do comprometimento da unidade 
vascular e a indução da migração exagerada de leucócitos para dentro do 
parênquima (STOLP e DZIEGIELEWSKA, 2009). 
Existem diversas evidências que sugerem a ligação entre inflamação 
periférica e a DP (FERRARI e TARELLI, 2011). A pandemia de gripe durante a 
segunda guerra mundial foi associada a aumento considerável no número de casos 
de parkinsonismo (JOSEPHS et al., 2002). Em adição, estudo realizado por Jang et 
al., (2009) demonstrou que ao infectar camundongos com vírus H5N1 houve dano 
no SNC, uma vez que observaram ativação intensa da microglia, fosforilação e 
agregação da α-sinucleína, e intensa morte dos neurônios dopaminégicos da SNpc 
após 60 dias da infecção. Com estes dados os autores sugerem que uma reação 
viral pode iniciar uma patologia no SNC, principalmente a DP (JANG et al., 2009). 
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Estudo realizado por Qin et al., (2007) demonstrou que camundongos expostos a 
uma única injeção periférica de LPS, mimetizando uma ocorrência de sepse e 
inflamação periférica, pode resultar em propagação da neuroinflamação pois: (1) 
houve extensa reação microglial e neuroinflamação que persistiu 10 meses após o 
processo inflamatório ter cessado; e (2) demonstraram morte dos neurônios 
dopaminérgicos da SNpc de maneira progressiva similar ao visualizado nos 
pacientes portadores desta patologia (QIN et al., 2007). 
A partir destas constatações, terapias utilizando drogas anti-inflamatórias 
foram utilizadas em pacientes com DP.  Usuários crônicos de droga anti-inflamatória 
não esteroidal, como ibuprofeno – um inibidor da enzima ciclooxigenase 1 e 2 (COX-
1; COX-2) - exibiram reduzida incidência de DP (CHEN et al., 2005; CHEN et al., 
2003). A minociclina, um derivado que atravessa a BHE e reduz a ativação 
microglial, a proliferação e a liberação de citocinas pró-inflamatórias, reduziu a 
reação inflamatória induzida por LPS, e mostrou efeito benéfico sobre a 
sobrevivência dos neurônios dopaminérgicos em modelo animal de DP (TOMAS-
CAMARDIEL et al., 2004). 
Assim, a interação entre inflamação encefálica e sistêmica não pode ser 
descartada (FIGURA 2), e deve ser considerada como fator de risco na etiologia da 
DP e na sua progressão. O conhecimento claro dos mecanismos implicados nesta 
interface pode ajudar a melhorar a terapêutica e criar ferramentas que levem a uma 
melhor qualidade de vida do paciente, reduzindo a exacerbação dos sintomas da 
DP, e retardando a progressão da doença. 
 
 
1.1.5 A exposição ao lipopolissacarídeo como modelo animal de doença de Doença 
de Parkinson 
 
A história do entendimento sobre LPS iniciou-se no final do século XIX, 
quando Richard Pfeiffer utilizou lisado inativado da bactéria Vibrio cholerae para 
induzir reações fisiopatológicas em cobaias (SCHLETTER et al., 1995). Este 
princípio tóxico foi à época nomeado de endotoxina. Quimicamente, endotoxina é 
constituído de lipopolissacarídeos que estão presentes na membrana externa de 
bactérias Gram-negativas. LPS de diferentes espécies contém uma arquitetura 
básica composta por três segmentos ligados covalentemente: (1) uma cadeia 
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polissacarídica (mais de 50 unidades oligossacarídicas) denominada O-específica; 
(2) uma região polissacarídica de localização intermediária; e (3) um componente 
lipídico denominado lipídio-A. A estrutura do lipídio-A é o princípio endotóxico que 
varia dentre as diferentes espécies de bactérias, e a ele são atribuídos diversas 




FIGURA 2 – DESENHO ESQUEMÁTICO DA RELAÇÃO ENTRE INFLAMAÇÃO SISTÊMICA 
E LESÃO DO NEURÔNIO. 
FONTE: adaptado de Ferrari e Tarelli (2011) 
 
 
Lipopolissacarídeo de várias espécies como Salmonella, Pseudomas, Vibrio, 
Escherichia, podem iniciar uma resposta inflamatória aguda e induzir amplos efeitos, 
desde febre à septicemia. Estudo publicado relata que a auto-injeção intravenosa de 
1mg de LPS de Salmonella minnesota foi suficiente para gerar quadro de choque 
séptico e disfunção múltipla de órgãos em paciente apenas duas horas após a 
exposição à endotoxina (TAVEIRA DA SILVA et al., 1993).   Posteriormente, um 
caso relatado por Niehaus e Lange (2003) confirmou um risco potencial entre a 
infecção com LPS e o desenvolvimento de DP. Um técnico de laboratório, após 
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exposição acidental a 10µg de Salmonella minnesota através de uma ferida aberta, 
desenvolveu síndrome parkinsoniana com bradicinesia, rigidez com o fenômeno da 
roda denteada e tremor, três semana após o incidente. O LPS causou uma 
inflamação crônica no SNC que também desencadeou dor nevrálgica, polineuropatia 
e déficits de memória, aprendizado e orientação espacial (NIEHAUS e LANGE, 
2003). 
Bronstein et al., (1995) desenvolveram trabalho pioneiro comparando o 
comportamento de cultura de células mesencefálicas de ratos frente à aplicação de 
6-OHDA e LPS. Estes autores relatam que na cultura enriquecida de neurônios a 6-
OHDA gerou a morte de 89% dos neurônios tirosina-hidroxilase imunorreativos (TH-
ir), mas que a aplicação de 50µg de LPS não foi neurotóxico. Por outro lado, na 
cultura que continha neurônio e glia, a 6-OHDA gerou morte de somente 27% dos 
neurônios TH-ir em comparação aos 70% de morte gerada pela aplicação de LPS. 
Este experimento sugere que a morte neuronal dopaminérgica induzido por LPS 
está associada à presença de microglia (BRONSTEIN et al., 1995).  Estudo com 
cultura neuronal primária comprovou que a neurotoxicidade ao LPS ocorre através 
da ligação com receptores específicos – toll-like receptors (TLR), principalmente 
TLR4 e que a microglia é a célula com maior número de expressão deste receptor 
no SNC (LEHNARDT et al., 2003). 
Castanho et al., (1998) foram um dos pioneiros a estudar a resposta 
inflamatória do sistema nigroestriatal frente à injeção intranigral de LPS. Este mesmo 
grupo de pesquisadores constatou, em estudo posterior, que o dano neuronal 
induzido pelo LPS se mostrou permanente quando avaliado um ano após a injeção. 
Além disso, não foram detectadas alterações significativas tanto nos neurônios 
GABAérgicos e serotoninérgicos no estriado e na substância negra dos ratos 
quando aos 15 dias, 3, 6 e 12 meses após a injeção de LPS, indicando a aplicação 
de LPS era restrita aos neurônios dopaminérgicos, e que poderia ser utilizados como  
modelo de estudo para DP (HERRERA et al., 2000). A partir destas constatações, 
nas últimas duas décadas estudos em animais têm demonstrado que a inflamação 
induzida pela aplicação de LPS pode amplamente replicar alterações celulares e 
moleculares características da DP, e provê uma ferramenta útil para investigação do 




1.1.6 Uma visão dos insultos multifatoriais na Doença de Parkinson 
 
Baseados na hipótese de que a causa da DP é resultante da interação 
sinérgica de múltiplos fatores, vários trabalhos experimentais examinaram o 
potencial da exposição pós-natal a algumas toxinas ambientais na indução desta 
patologia. Dentre elas o Paraquat, um pesticida estruturalmente similar ao 1-metil-4-
fenilpiridina (MPP+) e o Maneb, um fungicida amplamente utilizado na agricultura. 
Em trabalho realizado por Cory-Slechta et al., (2005), camundongos expostos a um 
primeiro insulto, com Paraquat associado ao Maneb, no período perinatal, e 
novamente re-expostos às duas toxinas na fase adulta, mostraram consequências 
adversas na atividade locomotora e na contagem neuroquímica das células 
dopaminérgicas, sugerindo efeito deletério progressivo e permanente nos neurônios 
TH-ir. Em outro estudo, no qual um grupo de ratos foi alimentado com uma dieta 
enriquecida com ferro, viu-se que esta dieta aumentou a vulnerabilidade dos 
neurônios dopaminérgicos aos efeitos nocivos do MPTP na proporção em que a 
idade do animal avançava. Para estes autores o resultado sugere que houve uma 
toxicidade silenciosa, com um tempo de latência e progressão, que são 
características muito importantes no estabelecimento da DP (KAUR et al., 2007). 
Alguns pesquisadores sugerem que as exposições aos fatores 
desencadeantes da DP se dêem no período de vida adulta (CICCHETTI et al., 
2005), porém, nos últimos anos, alguns começaram a especular que fatores 
específicos, que ocorreram ainda com o indivíduo intra-útero, ou ainda, fatores 
perinatais, podem predispor o sistema nigroestriatal a um dano posterior (LING et 
al., 2002; LING et al., 2004a; LING et al., 2004b; LING et al., 2006). Para estes 
autores insultos distintos como explicação etiogênica da DP são de bastante 
relevância porque suscita a possibilidade de interações sinérgicas, nas quais cada 
insulto acelera individualmente o declínio da função do sistema dopaminérgico.  
Além disso, para Cory-Slechta et al., (2005) o potencial para efeitos adversos, 
especificamente durante o período pré-natal, se deve a uma série complexa de 
eventos associados ao desenvolvimento do encéfalo, uma vez que, durante este 
período, as células estabelecem conexões funcionais, que, em última análise, são a 
base do comportamento humano. 
Baseados nos achados que citocinas pró-inflamatórias estão aumentadas no 
encéfalo de pacientes com DP, e que o LPS é uma toxina indutora dessas citocinas, 
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alguns autores hipotetizaram a administração dessa droga, em ratas grávidas, como 
um modelo de degeneração do sistema dopaminérgico. Nesse estudo, a 
administração i.p. de 1mg/kg de LPS, em ratas no dia 10,5 da gestação, foi 
suficiente para aumentar o nível de TNF- α, reduzir a concentração de DA estriatal e 
o número de neurônios dopaminérgicos na SNpc e na área tegmentar ventral dos 
filhotes, quando avaliados 10 e 21 dias após o nascimento (LING et al., 2002). 
Em estudo posterior Ling et al., (2004b) questionaram se o dano gerado ao 
sistema dopaminérgico, consequente à exposição pré-natal ao LPS, poderia deixá-lo 
mais vulnerável aos efeitos tóxicos da neurotoxina 6-OHDA, em uma futura 
exposição. Nos resultados estes autores verificaram que aos 120 dias de vida, o 
animal exposto pré-natalmente ao LPS ainda apresentava uma redução significativa 
das células TH-ir e aumentado índice de TNF-α. O que contribuiu significativamente 
para uma perda adicional de neurônios dopaminérgicos após a injeção da 6-OHDA, 
sugerindo que indivíduos expostos ao LPS, durante a vida fetal, teriam aumentado 
risco de aparecimento da DP. 
Um paradigma similar, de exposição pré-natal ao LPS, foi usado em outro 
experimento (LING et al., 2004a); porém nesse estudo os animais foram avaliados 
16 meses após o nascimento e alguns foram re-expostos, na vida adulta, ao 
pesticida rotenona. Segundo os autores, os efeitos da exposição ao LPS, durante a 
vida intra-útero, ainda se mostravam presentes quando o animal já estava com idade 
mais avançada (510 dias). O efeito sinérgico do LPS e da exposição à rotenona 
durante a fase adulta, propiciou significativa redução das células TH-ir, corroborando 
trabalhos anteriores que sugerem que um estado inflamatório pré-existente, 
associado a insultos posteriores pode ser a causa do desenvolvimento da DP.  
Assim, esses resultados não só confirmam a hipótese do envolvimento de múltiplos 
fatores envolvidos na etiologia da DP, mas também indicam que a perda progressiva 
dos neurônios dopaminérgicos, que caracteriza a DP, pode ser uma consequência 
de alterações sinérgicas das respostas inflamatórias produzidas por uma exposição 




1.1.7 Mecanismos apoptóticos na Doença de Parkinson 
 
A morte celular por apoptose é um fenômeno fisiológico fundamental pois 
envolve o controle entre proliferação e diferenciação durante o desenvolvimento, e 
otimiza a função da célula/tecido na vida adulta (KRANTIC et al., 2007). O padrão de 
alterações morfológicas e bioquímicas associadas à apoptose inclui a formação de 
vacúolos citoplasmáticos, redução do volume celular, diminuição do contato entre 
células vizinhas, condensação cromatínica, fragmentação da membrana nuclear e 
celular, e formação de corpos apoptóticos (CHAABANE et al., 2013). Porém, quando 
a morte celular apresenta todas essas características, mas foi induzida por um 
determinado composto ou por um estímulo, não constitui um processo programado, 
mas uma resposta celular às mudanças ambientais (GHAVAMI et al., 2014). 
O processo de apoptose (apoptose clássica ou caspase dependente) pode 
ser regulado por inúmeros moduladores, incluindo íons (e.g. cálcio) (MATTSON e 
CHAN, 2003), genes (e.g. família Bcl-2) (VAN der HEIDE e SMIDT, 2013), proteínas 
(e.p. p53, caspases) e organelas (mitocondria e retículo endoplasmático) (ULUKAYA 
et al., 2011). De acordo com a literatura estes moduladores podem ser ativados por 
duas vias distintas: as que são induzidas por sinas de estresse extracelular 
(extrínseca), e o estresse intracelular (intrínseca) (KRANTIC et al., 2007; 
CHAABANE et al., 2013). A apoptose extrínseca é mediada principalmente por 
receptores de morte celular (receptores TNF, ligante Fas, TRAIL, TWEAK), que 
desencadeiam ativação intracelular das caspases iniciadoras (caspase-8 e -10) e, 
por conseguinte, as caspases executoras (caspase -3, -6, -7). Já a apoptose 
induzida pela via intrínseca ocorre em resposta a condições de estresse intracelular 
(danos no DNA, estresse oxidativo), e é controlada principalmente pelos membros 
da família Bcl-2 e pela mitocondria (VAN der HEIDE e SMIDT, 2013). Esta organela 
integra os estímulos de morte celular, induzindo a liberação de moléculas pró-
apoptóticas como o citocromo c e o fator de indução de apoptose (AIF) que podem 
dar sequência no processo de apoptose por vias caspase dependente e 





FIGURA 3 – ESQUEMA SIMPLIFICADO DAS VIAS ENVOLVIDAS NA APOPTOSE 
CELULAR 
FONTE: Ghavami et al., (2014) 
 
 
A família das proteínas Bcl-2 é denominada como reguladora central da 
apoptose, porque integra diversos sinais de morte que são gerados dentro e fora da 
célula. Esta família consiste em pelo menos 30 proteínas relacionadas, 
caracterizadas pela presença de até 4 sequências de cadeias de aminoácidos curtos 
(menos que 20 carbonos) denominados domínios Bcl-2 homólogos (BH), e uma 
cadeia terminal hidrofóbica. A partir do arranjo destes domínios, a família pode ser 
dividida em três subclasses com base nas suas características estruturais e 
funcionais, a saber (TZIFI et al., 2012): 
a) Anti-apoptóticas: Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W 
Esta subfamília denominada anti-apoptótica possui todos os quatro domínios 
BH conservadas, o que a torna estruturalmente estabilizada; fator chave para sua 
função anti-apóptótica, uma vez que as proteínas pró-apoptóticas não possuem o 
domínio BH4. A proteína Bcl-2 é uma das proteínas que inibe a apoptose através da 
preservação da integridade da membrana mitocondrial. Além disso, ela impede a 
formação de dímeros formados por Bax e Bak, inibindo a liberação de moléculas 
apoptóticas da mitocôndria. A Bcl-2 tem a capacidade de ligar-se a proteínas pró-
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apoptóticas (e.g Bax) e inativá-las. Além disso, compete por sítios que seriam 
ocupados por estas proteínas na membrana mitocôndrial, inibindo assim a apoptose 
(TZIFI et al., 2012). 
b) Pró-apoptóticas: Bax, Bak e Bok 
Estes membros pró-apoptóticos normalmente compartilham um sequência 
similar nos domínios BH1, BH2 e BH3. Bax é uma proteína monomérica presente no 
citosol que, durante a apoptose oligomileriza-se e integra a membrana mitocondrial 
resultando na liberação de fatores apoptogênicos como citocromo c e AIF. 
Entretanto, a formação de poro mitocondrial pode ser impedida pelo aumento de 
expressão da proteína Bcl-2, uma vez que esta proteína pode formar dímeros com 
Bax e minimizar sua função pró-apoptotica (TZIFI et al., 2012; VAN der HEIDE e 
SMIDT, 2013). 
c) Proteínas BH3 
Incluem um número de proteínas pró-apoptóticas, tais como Bid, Bim, Bik, 
Bad. Estas atuam como sensores de estresse e são organizados com base em sua 
capacidade de ativar ou inibir outros membros da bamília Bcl-2 (TZIFI et al., 2012). 
 
O processo de apoptose deve ser executado no organismo de forma 
extremamente precisa, pois a exacerbação ou a privação deste processo é um 
importante fator para o desenvolvimento de doenças. Firmados nesta importância, a 
partir da década de 1990, o processo apoptótico foi vinculado às doenças 
neurodegenerativas (MATTSON, 2000). Neste mesmo período, análises no encéfalo 
de pacientes parkinsonianos confirmaram dano no DNA relacionado à apoptose 
(ANGLADE et al., 1997). 
Trabalhos realizados em modelos animais com a aplicação de MPTP e 6-
OHDA apontaram a contribuição da apoptose na indução da morte neuronal 
dopaminérgica (BLUM et al., 2001; VAN der HEIDE e SMIDT, 2013; REKHA e 
SELVAKUMAR, 2014). Todavia, os caminhos que levam a este processo podem 
variar. Basicamente duas vias bioquímicas podem ser distinguidas: uma envolve a 
ligação de receptores de morte com seus ligantes (e.g. interleucinas, TNFα); e outra, 
várias formas de estresse celular (e.g. falta do suporte dos fatores de crescimento, 
dano no DNA, drogas tóxicas, espécies reativas de oxigênio) podem desencadear a 
formação do poro transitório mitocondrial e, consequentemente a liberação de 
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proteínas que potencializam a morte celular (TATTON et al., 2003; ULUKAYA et al., 
2011). 
A formação do poro mitocondrial é regulada pela ação de fatores anti-
apoptóticos (Bcl-2, Bcl-XL) que servem como estabilizadores mitocondriais. Desta 
forma, pesquisas recentes suscitam o alvo das vias moleculares durante a apoptose 
como nova estratégia de tratamento (YAMADA et al., 2010; VAN der HEIDE e 
SMIDT, 2013) (FIGURA 4). A rasagilina (Azilect®) é um inibidor da monoamina 
oxidase B (MAO-B).   A MAO-B catalisa a quebra de dopamina, liberando o 
hidrogênio peróxido, que é em parte responsável pelo dano oxidativo na DP.  Em 
estudo realizado por Maruyama et al., (2002) a rasagilina além de inibir a apoptose 
induzida por neurotoxinas in vitro e in vivo, impediu a permeabilidade mitocondrial 
devido a superexpressão de proteínas Bcl-2 (MARUYAMA et al., 2002). Em outro 
estudo, o antibiótico minociclina inibiu a atividade microglial e se mostrou efetivo em 
inibir a apoptose, prevenindo o estresse oxidativo, a liberação de citocromo c da 
mitocôndria, além de aumentar a expressão da proteína anti-apoptótica de Bcl-2 e 
interromper a ativação da caspase-3 em vários modelos de doenças 





FIGURA 4 - DESENHO ESQUEMÁTICO DO BALANÇO PRÓ E ANTI-APOPTÓTICO NA 
DOENÇA DE PARKINSON E O OBJETIVO DE NOVOS TRATAMENTOS ALTERNATIVOS 
FONTE: adaptado de Van der Heide e Smidt (2013) 
  
















1.1.7.1 Apoptose via caspase independente 
 
O fator de indução de apoptose (AIF – do inglês Apoptosis-Inducing Factor) 
foi identificado no final da década de 1990 como um fator liberado pelas 
mitocôndrias e que, de forma isolada, causou mudanças apoptóticas, como 
condensação da cromatina e fragmentação internucleossomal (SUSIN et al., 1996). 
Até hoje, muitos aspectos das funções desempenhadas pelo AIF continuam 
desconhecidos. Sabe-se que o AIF é uma proteína mitocondrial que possui uma 
natureza dual no controle da vida ou morte celular. Na apoptose, ela é translocada 
ao núcleo, e desempenha uma função pró-apoptogênica via caspase independente. 
Por outro lado, durante atividade normal está envolvido na função anti-apoptótica 
através da atividade de oxirredução que desempenha (OTERA et al., 2005; 
KRANTIC et al., 2007; POLSTER, 2013). O AIF é sintetizado a partir de um 
precursor de 67 kDa e, subsquentemente, importado às mitocôndrias através de 
duas sequências de localização mitocondrial encontradas em sua região N-terminal. 
Nesta organela, há uma quebra na sequência de sua cadeia aminoácida e origina-
se, assim, a forma madura do AIF com 57 kDa que é confinado à membrana interna 
mitocondrial (KRANTIC et al., 2007). Após uma permeabilização patológica da 
membrana mitocondrial esta proteína é clivada pela ativação da calpaina, liberada 
no citosol e translocada ao núcleo através do seu domínio de localização nuclear, o 
que desencadeia a fragmentação do DNA. No SNC a translocação do AIF 
mitocondrial ao núcleo pode ocorrer após uma variedade de insultos tóxicos, 
incluindo excitotoxicidade mediada por trauma, hipoxia e isquemia, e estresse 
oxidativo (YU et al., 2006). Como o AIF não possui em sua estrutura propriedade 
intrínseca de endonuclease, a degradação de DNA por ele causado depende do 
recrutamento de nucleases cujos mecanismos ainda não estão totalmente 
compreendidos (OTERA et al., 2005; LORENZO e SUSIN, 2007; WANG et al., 
2009). 
Trabalho realizado por Yu et al., (2006), utilizou modelo de excitotoxicidade 
em cultivo celular, e revelou um possível mecanismo que provocou liberação de AIF 
mitocondrial via ativação da poli-ADP-ribose polimerase (PARP-1). Nesse sistema, 
um polímero de poli-ADP-ribose (PAR), um produto principal da ativação PARP-1, é 
o sinal de morte que provoca liberação AIF de mitocôndrias para citosol (YU et al., 
2006). O mecanismo pelo qual o PAR induz liberação de AIF não está totalmente 
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elucidado; todavia os autores propõem duas possibilidades: (1) que ocorra a indução 
de despolarização mitocondrial, devido à excessiva ativação de PARP-1; ou (2) que 
ocorra a ligação de polímeros PAR com uma proteína mitocondrial que, por sua vez, 




FIGURA 5 – DESENHO ESQUEMÁTICO DA VIA DE APOPTOSE CELULAR ATRAVÉS DA 
ATIVAÇÃO DA PROTÉINA INDUTORA DE APOPTOSE (AIF). DANOS NO DNA LEVAM, 
VIA PARP-1 À LIBERAÇÃO DE AIF DAS MEMBRANAS MITOCONDRIAIS PARA O 
CITOSOL. 
FONTE: adaptado de Wang et al., 2009 
 
 
Nos últimos anos, o envolvimento do AIF em doenças neurodegenerativas 
foi confirmado em estudo com células neuronais corticais preparadas retiradas de 
camundongos Harlequin (i.e. geneticamente modificados, knockout para AIF) que se 
mostraram resistentes à excitotoxicidade do glutamato (CHEUNG et al., 2005). Já 
em modelo animal de DP, foi demonstrado que a perda de neurônios 
dopaminérgicos na SNpc consequente à aplicação de MPTP foi desencadeada por 
PARP-1 mediada por translocação nuclear do AIF (WANG et al., 2003). Neste 
trabalho, o AIF intranuclear foi encontrado 2 horas após à última injeção de MPTP. 
Resultado que não foi visualizado nos animais knockout para PARP-1. Ainda, nestes 
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animais com ausência de PARP-1, a aplicação de MPTP falhou em reduzir a DA e 
seus metabóitos estriatais, além de manter níveis preservados de neurônios TH-ir na 
SNpc (WANG et al., 2003). Com estes estudos ampliaram-se as opções para 
possíveis alvos terapêuticos para doenças neurológicas associadas à morte celular 
causada por fatores intrínsecos e extrínsecos, que em última instância acarretam 
disfunção mitocondrial e consequente morte celular. 
 
 
1.2 ÁCIDOS GRAXOS POLI-INSATURADOS 
 
Conhecimentos recentes embasam a hipótese de que, além de satisfazer as 
necessidades de nutrição corporal, a dieta pode modular diversas funções no 
organismo. Conceitos na ingestão de nutrientes funcionais ou suplementos estão se 
expandindo a partir de estudos que enfatizam o uso de alimentos para promover um 
estado de bem-estar, saúde, e redução do risco de doenças (ALABDULKARIM et al., 
2012). Atualmente um dos alvos mais promissores na ciência dos alimentos 
funcionais é a dieta com ácidos graxos poli-insaturados (AGPIs), especialmente a 
dieta enriquecida com ácidos graxos ômega-3, uma vez que sua ingestão aponta 
efeitos preventivos e terapêuticos em patologias como traumas, doença 
cardiovascular, doenças auto-imunes, psiquiátrica e cognitiva, e neurodegenerativas.  
Os AGPIs podem ser divididos em duas grandes famílias: ômega-3 (ω-3), e 
ômega-6 (ω-6), as quais são estruturalmente classificadas (1) pelo número de 
carbonos presentes na cadeia de hidrocarbonetos (≥18 carbonos); (2) número de 
duplas ligações; e (3) e pela proximidade da primeira dupla ligação com o 
grupamento metil (ômega) terminal (LAURITZEN et al., 2001). 
O ácido α-linolênico (ALA) e o ácido linoléico (LA) constituem os precursores 
dos ácidos ω-3 e ω-6 respectivamente. Estes são considerados ácidos graxos 
essenciais, pois os vertebrados não os conseguem sintetizar devido à ausência 
natural das enzimas dessaturases ∆-15 e -12 e devem, obrigatoriamente, ser 
adquiridos através de dieta. O ALA está presente em diversos óleos e vegetais 
como: linhaça (Linum usitatissimun) (22,8%), óleo de linhaça (53%), semente de 
chia (Salvia hispânica) (17,6%), e óleo de canola (Brassica campestris) (9,1%). O LA 
faz parte da composição de óleos de semente de girassol (Helianthus annuus), de 
milho (Zea mays), e de soja (Glycine max) (BARCELO-COBLIJN e MURPHY, 2009). 
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Após a ingestão desses precursores aproximadamente 60-85% sofre β-
oxidação direta devido à significante utilização de energia pelos tecidos (e.g. 
coração e músculos) (CUNNANE e EERSON, 1997). O restante envolve-se em uma 
cascata de reações de elongação e dessaturação que originará representantes dos 
AGPIs ω-3 e ω-6, como o ácido docosahexaenóico (DHA) e o ácido araquidônico 
(AA) respectivamente (LAURITZEN et al., 2001). Todas estas reações são 
catalisadas por um sistema enzimático que consiste em ∆-6 e ∆-5 dessaturases e 
respectivas elongases (BARCELO-COBLIJN e MURPHY, 2009). Evidências de 
estudos in vivo e in vitro indicam que essas duas famílias não apenas compartilham, 
mas competem pelas mesmas enzimas (FIGURA 6). 
Os principais integrantes da família de AGPIs ω-3 (DHA e ácido 
eicosapentaenóico - EPA) são primordialmente encontrados em organismos que 
vivem em águas geladas, uma vez que estes organismos são especialmente 
dependentes das propriedades fisiológicas dos ácidos graxos. Isto acontece devido 
ao grande número de duplas ligações na molécula que, mesmo em baixas 
temperaturas, mantêm as estruturas biológicas com a fluidez necessária para 
manutenção dos processos biológicos (SCHUCHARDT e HAHN, 2013). 
Quantidades significativas de DHA e EPA são encontradas em peixes como: 
salmão, cavala, arenque e atum. Microalgas (e.g. Schizochytrium) e Antartida krill 
(Euphausia superba) também os possuem, mas em menor expressão. Nos 
humanos, após a ingestão, os ácidos graxos podem ser transportados no plasma 
tanto na forma de triacilgliceróis ou ligados à albumina. Os AGPIs, especialmente AA 
e DHA, são inseridos nos fosfolipídeos de membrana, e correspondem à 
aproximadamente 21-36% dos ácidos graxos das membranas celulares. O AA é 
distribuído em tecidos como: células vermelhas do sangue, placenta, fígado, 
testículos e encéfalo. Por outro lado, a distribuição do DHA é mais restrita. O 
encéfalo e a retina, e alguns poucos tecidos fora do SNC, como testículos são 
amplamente enriquecidos com DHA (LAURITZEN et al., 2001). O SNC é o órgão 
com a segunda maior concentração de lipídios no corpo; somente excedido pela 
concentração no tecido adiposo. O cérebro adulto contém aproximadamente 50-60% 






FIGURA 6 – VISÃO GERAL DAS REAÇÕES DE ELONGAÇÃO E DESSATURAÇÃO DAS 
FAMÍLIAS ÔMEGA-3 E ÔMEGA-6 
FONTE: Luchtman e Song (2013) 
 
 
Ao longo das últimas décadas, mudanças qualitativas extremas na nutrição 
ocorreram. Hoje, a dieta de uma sociedade industrializada, é caracterizada por um 
aumento do consumo de gordura saturada, monoinsaturada e AGPI ω-6 (MOLENDI-
COSTE et al., 2011) (FIGURA 7). Estas mudanças devem-se principalmente ao 
consumo insuficiente de peixes, nozes, sementes e cereais integrais na alimentação, 
em preferência ao consumo exagerado de óleo de milho, que possui uma relação ω-
6:ω-3 de 60:1, e óleo de cártamo com relação 77:1 (SIMOPOULOS, 2001). Como 
resultado, observa-se um crescente aumento na incidência de doenças com base 
inflamatória, doenças cardiovasculares, câncer e doenças neurodegenerativas, fruto 
do consumo exacerbado de AGPI ω-6 na dieta ocidental com índices  ω-6: ω-3 que 
chegam a 10:1 – 20:1, muito diferente da razão recomendada que varia entre  1:1 e 








FIGURA 7 – ILUSTRAÇÃO DA EVOLUÇÃO DO CONSUMO DE GORDURA NA 
POPULAÇÃO DA UNIÃO EUROPÉIA NOS ÚLTIMOS ANOS. SFA: ÁCIDO GRAXO 
SATURADO; MUFA: ÁCIDO GRAXO MONOINSATURADO; PUFA: ÁCIDO GRAXO POLI-
INSATURADO 
FONTE: adaptado de Molendi-Coste et al., (2011) 
 
 
1.2.1 Ácidos Graxos Poli-insaturados e seus mediadores inflamatórios 
 
A introdução de AGPIs na dieta é conhecida como uma importante fonte de 
energia. Entretanto, por volta de 1920, observaram-se efeitos provenientes da 
redução destes ácidos graxos na dieta alimentar como: dermatites, mudanças na 
acuidade visual, retardo no crescimento e falhas na reprodução. Mas foi a partir da 
década de 1940 que se iniciaram pesquisas mais aprofundadas e, com isso, um 
aumento na fundamentação fisiológica, o que atribuiu funções biológicas mais 
específicas aos ácidos graxos (CALDER et al., 2010). Pesquisas demonstram que o 
DHA pode alterar propriedades básicas da membrana celular, incluindo a fluidez de 
membrana, a compressibilidade elástica, a permeabilidade iônica, fusão, movimento 
flip-flop, e funções protéicas (revisado por STILLWELL e WASSALL, 2003), além de 
influenciar a organização dos domínios de lipid rafts (WONG et al., 2009). Também é 
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descrita sua participação na modulação da expressão gênica, envolvimento na 
transdução de sinais, regulação de receptores, e importante envolvimento na 
formação neural (revisado por HORROCKS e FAROOQUI, 2004; MAZZA et al., 
2007). Como resultado, os AGPIs ω-3 desempenham importante papel na 




TABELA 1 – RESUMO DO ENVOLVIMENTO FISIOLÓGICO E BENEFíCIOS POTENCIAIS 








FONTE: adaptado de Calder (2012a). 
 
 
A chave que liga os AGPIs e a inflamação são os eicosanóides, que são 
mediadores e reguladores da inflamação. Na síntese destes compostos bioativos, o 
ácido graxo precursor é clivado por ação de fosfolipase A2 (PLA2), para ser então 
metabolizado. Existem duas vias de metabolização: a via COX, para formação de 
prostaglandinas e tromboxanos, e a via lipooxigenase (LOX), a qual leva à síntese 
de leucotrienos. Embora o AA seja preferencialmente metabolizado pela via da COX, 
a presença do EPA inibe competitivamente esta via. Por exemplo, a ingestão 
aumentada de AGPIs ω-3, resulta na diminuição plasmática de AA. Em 
consequência da sua disponibilidade diminuída haverá menor formação de 
derivados do AA, aumentando, desta forma, as prostaglandinas (série-3) e 
leucotrienos (série-5) derivados do EPA (FIGURA 8). A grande importância deste 
fato se dá não apenas pela alteração das concentrações de tais compostos, mas 
também pela diferença em suas atividades biológicas, uma vez que os eicosanóides 
derivados do EPA têm potencial inflamatório 10 a 100 vezes menor quando 
comparados aos que são derivados do AA (CALDER, 2006). Em adição, nos últimos 
Envolvimento fisiológico 
Regulação da pressão sanguínea
Regulação da função plaquetária
Regulação de triglicerídeos




Redução da pressão sanguínea
Potencial efeito sobre a saúde
Cancer
Regulação da inflamação Redução da inflamação Artrite, psoriase, lupus, fibrose cística,
dermatites, doenças neurodegenerativas
Redução dos triglicerídeos plasmáticos hipertrigliceridemia, doença cardiovascular
Regulação da função vascular Aumento da reatividade cardiovascular doença cardiovascular
Regulação da sinalização visual Otimização da sinalização visual Problemas visuais no desenvolvimento 
Regulação da sensibilidade à insulina Aumento da sensibilidade à insulina Diabetes tipo-2
Regulação do crescimento da célula tumoral Redução do tumor
sistema nervoso central melhora cognitiva e processo de aprendizado no processo cognitivo e de aprendizado
(especialmente pré-termos)
Componente estrutural do encefálo e Otimização do desenvolvimento encefálico Problemas na infância e na vida adulta
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anos uma nova família de mediadores produzidos a partir do EPA denominados 
resolvinas série-E (resolution phase interactions products), e resolvinas, 
docosatrienos e neuroprotectinas da série-D, quando originados a partir do DHA, 
foram descobertos. Em modelos animais e em cultura celular estes mediadores 
mostraram efeito anti-inflamatório, principalmente na fase inicial do processo 
inflamatório, inibindo a produção de IL-1β e TNF-α, além de reduzir a atividade dos 
receptores TLR ( STABLES e GILROY, 2011; CALDER, 2012b). 
Baseados na ação anti-inflamatória dos AGPIs ω-3, estudos epidemiológicos 
e em modelos animais demonstraram que a suplementação com estes ácidos 
graxos teve impacto positivo em diversas patologias que, aparentemente, possuem 
a inflamação como um componente etiopatogênico (CALON e COLE, 2007). Para 
isto, alguns mecanismos possíveis para explicar seus benefícios foram apontados: 
(1) através de competição, evitando a conversão de AA em eicosanóides pró-
inflamatórios; (2) servindo como um substrato alternativo para produzir 
prostaglandinas da série-3 e leucotrienos da série-5, menos potentes; e (3) por 
facilitar a fase de resolução da inflamação, com a formação de subprodutos como 
resolvinas e neuroprotectinas (CALDER, 2006; CALDER, 2012b). 
 
 
FIGURA 8 – DESENHO ESQUEMÁTICO DA VIA DE CONVERSÃO DOS ÁCIDOS 
GRAXOS POLI-INSATURADOS EM EICOSANÓIDES. COX: CICLOOXIGENASE; LOX: 
LIPOOXIGENASE; PG: PROSTAGLEINAS; LTB: LEUCOTRIENO; PLA2: FOSFOLIPASE 
A2. 
FONTE: Luchtman e Song (2013)  
45 
 
1.2.2 Ação dos ácidos graxos poli-insaturados na doença de Parkinson 
 
Estudo baseado em aplicação de questionário com hábitos alimentares em 
131.368 participantes revelou que os indivíduos que mantinham frequente consumo 
de vegetais, frutas e peixe na dieta tinham reduzida incidência de DP (GAO et al., 
2007). Contudo, este estudo não mostrava especificamente relação direta da 
incidência da DP com o consumo de AGPIs ω-3. Esta relação foi apontada em 
trabalho realizado por De Lau et al., (2005), no qual 5.289 indivíduos foram 
avaliados e, após 6 anos de acompanhamento, foi observado que o alto consumo de 
AGPIs ω-3 estava inversamente relacionado ao desenvolvimento da DP. 
Para avaliar a relação entre ácidos graxos e DP, Julien et al., (2006) em 
estudo post-mortem, compararam o perfil lipídico encefálico de indivíduos com DP e 
controles. Altos níveis de AA (+13,6%) foram observados em pacientes 
parkinsonianos que faziam uso de levodopa. Neste mesmo trabalho, primatas 
tratados com MPTP e levodopa, além de demonstrarem concentração reduzida de 
AA nas membranas encefálicas, possuíam baixos índices de DHA (-15%) (JULIEN et 
al., 2006). 
A partir destas constatações, estudos em humanos, primatas não humanos 
e roedores foram desenvolvidos no intuito de desvendar o papel dos AGPIs sobre os 
aspectos motores e não motores da DP. Estudo desenvolvido por Samadi et al., 
(2006) demonstrou potencial efeito neuroprotetor do fornecimento de altas doses de 
DHA em macacos tratados com MPTP e com discinesia induzida por levodopa.  A 
suplementação com DHA e EPA em ratos com parkinsonismo induzido por 6-OHDA 
também foi objeto de estudo de Delattre et al., (2010). Neste estudo, apesar de os 
autores não observarem efeito dos AGPIs ω-3 sobre os déficits motores, 
demonstraram reduzida peroxidação lipídica nos animais que o receberam, 
indicando que estes ácidos graxos podem contribuir na redução e/ou desaceleração 
da morte celular programada dos neurônios dopaminérgicos (DELATTRE et al., 
2010). Além disso, dieta enriquecida com AGPIs ω-3 durante 10 meses protegeu 
contra a redução de neurônios TH-ir, Nurr1 e transportador de dopamina (DAT) 
consequentes à aplicação de MPTP em camundongos  (BOUSQUET et al., 2008). 
Dentre a sintomatologia não motora da DP a suplementação com óleo de peixe 
(OP), rico em DHA e EPA foi especificamente avaliada em um estudo duplo-cego 
placebo controlado. Pacientes que tomaram cápsulas de OP com ou sem o uso de 
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antidepressivos concomitante mostraram melhora dos sintomas depressivos quando 
quantificados através de questionários específicos (da SILVA et al., 2008). 
Os efeitos dos AGPIs ω-3 não são restritos somente à suplementação. 
Estudo recente de Cardoso et al., (2014) confirmou que dieta restrita de ácidos 
graxos essenciais em duas gerações provocou aumento nos níveis de óxido nítrico 
estriatal, aumento da lipoperoxidação e redução da atividade da enzima catalase na 
substância negra e no estriado. Estes autores discutem que os animais com esta 
carência nutricional específica têm reduzida habilidade do sistema nigroestriatal 
manter sua homeostase uma vez que tiveram significativa redução no número de 
neurônios TH-ir (-40%), e nas células imunomarcadas para o fator neurotrófico 
derivado do encéfalo (BDNF; -20%) na substância negra (CARDOSO et al., 2014). 
Devido ao amplo espectro de atividades desempenhadas pelos AGPIs ω-3, 
vários mecanismos foram apontados como passíveis no envolvimento neuroprotetor 
na DP (revisado por BOUSQUET et al., 2011) (FIGURA 9). Como importante 
redução dos níveis de BDNF e fator neurotrófico derivado da glia (GDNF) foram 
encontrados na substância negra de pacientes portadores de DP (MOGI et al., 
1999), estudo realizado por Bousquet et al., (2009) sugere que a modulação da 
expressão de BDNF contribui para a neuroproteção dos AGPIs ω-3 em modelo 
animal de DP induzido por MPTP. Ainda, estudos apontam que as propriedades anti-
oxidativas dos AGPIs ω-3, como modulação da glutationa redutase, redução da 
geração de espécies reativas de oxigênio e dano no DNA, além do efeito de super-
expressão de proteínas anti-apoptóticas como Bcl-2 e Bcl-XL  (proteínas que estão 
amplamente ligadas à apoptose na DP), também são apontados como possíveis 






FIGURA 9 – POSSÍVEIS MECANISMOS DE AÇÃO DOS ÁCIDOS GRAXOS POLI-
INSATURADOS NA DOENÇA DE PARKINSON. AA: ÁCIDO ARAQUIDÔNICO; DHA: 
ÁCIDO DOCOSAHEXAENOICO; PLA2: FOSFOLIPASE A2; COX: CICLO-OXIGENASE; 
LOX: LIPO-OXIGENASE; PG: PROSTAGLEINA; PL: FOSFOLIPÍDEO; NPD1: 
NEUROPROTECTINA D1; RV: RESOLVINA. 
FONTE: adaptado de Bousquet et al., (2011) 
 
 
1.2.3 A influência dos ácidos graxos poli-insaturados no desenvolvimento encefálico 
 
A partir da década de 1970, o interesse por interferências ocorridas durante 
o desenvolvimento fetal começou a se expandir. Esta hipótese - denominada 
“hipótese de Barker” (BARKER e OSMOND, 1986) - afirma que as influências 
adversas no início de desenvolvimento e, particularmente, durante a vida intra-
uterina, pode resultar em mudanças permanentes na fisiologia e no metabolismo, o 
que pode resultar em aumentado risco de doença na idade adulta (de BOO e 
HARDING, 2006). Neste sentido, o efeito de alterações ou déficits nutricionais neste 
período tem sido objeto de diferentes pesquisas (INNIS, 2008; HADDERS-ALGRA, 
2011; JANSSEN e KILIAAN, 2014). 
Estudos em animais são fundamentais para entendimento da formação do 
SNC e a importante função dos AGPIs neste processo; assim, é essencial o 
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conhecimento temporal dos acontecimentos nas diferentes espécies (PALANISAMY, 
2012) (FIGURA 10). 
 
 
FIGURA 10 – COMPARAÇÃO DOS PERÍODOS DO DESENVOLVIMENTO ENCEFÁLICO 
ENTRE AS ESPÉCIES. D: DIAS; W: WEEK, Y: ANOS. 
FONTE: Palanisamy (2012) 
 
 
O adequado consumo de AGPIs durante gestação e lactação é de vital 
importância, pois estes ácidos graxos são componentes estruturais das membranas, 
e essenciais para a formação de novos tecidos como ocorre durante a formação 
fetal e seu desenvolvimento. Para suprir estas exigências, as concentrações de 
AGPIs nos fosfolipídeos de membrana materna aumentam aproximadamente 40%. 
Já para o AA e o DHA estes valores chegam a aumentar 23% e 52% 
respectivamente (HAGGARTY, 2002). Estes ácidos graxos atravessam a placenta 
por difusão simples, ou ligados a proteínas específicas (HAGGARTY, 2002), e 
direcionam-se principalmente ao tecido neural. Nestes tecidos, o DHA acumula-se 
preferencialmente nos cones de crescimento, nos astrócitos, sinaptossomos, mielina 
e nas membranas mitocondriais (BOURRE et al., 1992; LAURITZEN et al., 2001). 
Este aumento de DHA no tecido neuronal coincide com um período ativo de 
neurogênese, diferenciação celular, sinaptogênese e mielinização axonal (revisado 
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por McNAMARA e CARLSON, 2006). Assim, coletivamente esses achados 
confirmam as propriedades neurotróficas do DHA na promoção da arborização 
neuronal e sinaptogênese durante o período de formação encefálica (AUESTAD e 
INNIS, 2000; McNAMARA e CARLSON, 2006). 
Estudo realizado por Diau et al., (2005) indicou alta concentração de DHA e 
AA, em neonatos cujas mães babuínas foram suplementadas com AGPIs, 
principalmente nos núcleos da base, hipocampo, tálamo, cerebelo, e nos córtex pré 
e pós-central, pré-frontal e occipital, sugerindo que a presença destes AGPIs no 
encéfalo estão particularmente envolvidos com áreas de integração motora, função 
de atenção e execução, e de memória (DIAU et al., 2005). 
Nos últimos anos diversos estudos investigaram o impacto da 
suplementação pré-natal com AGPIs sobre o desenvolvimento neuronal e cognição 
(HELLAND et al., 2003). Estudos prévios realizados em nosso laboratório 
demonstraram que a suplementação de ratas com OP durante a fase de gestação e 
lactação foi essencial para prevenção de patologias como a depressão na fase 
adulta do animal. Nestes trabalhos ratos com comportamento tipo-depressivo 
mantiveram elevados níveis de BDNF e de serotonina (5-HT) hipocampais aos 90 
dias de vida (VINES et al., 2012). Em adição, quando este protocolo foi aplicado em 
modelo animal de depressão causado pela bulbectomia olfatória observou-se que a 
suplementação com OP, durante período crítico para o desenvolvimento neural, 
atenuou comportamento depressivo e ansiogênico, além dos déficits cognitivos em 
animais de 100 dias de vida. Estes trabalhos nos mostram que a alteração funcional 
encontrada pode ser correlacionada com o aumento de BDNF e 5-HT hipocampal, 
uma vez que estão envolvidos na sobrevivência neuronal e plasticidade de 
estruturas encefálicas em longo prazo (PUDELL et al., 2014). 
Por outro lado, mesmo com estudos que comprovam os efeitos pleiotrópicos 
do AGPIs ω-3, existem poucos estudos na literatura que avaliam o efeito da 
suplementação pré-natal com DHA em condições neurodegenerativas. Assim, o 
estudo do envolvimento dos AGPIs sobre insultos inflamatórios pré e pós-natal 
envolvidos na etiopatologia da DP pode trazer conhecimentos ainda não explorados 






Sabe-se que os AGPIs ω-3 são essenciais para o desenvolvimento 
estrutural e funcional do encéfalo, pois proporcionam fluidez e permeabilidade, 
alteram funções de proteínas de membrana, receptores e canais iônicos, transcrição 
gênica e na neurogênese (FAROOQUI et al., 2000; STILLWELL e WASSALL, 2003; 
HORROCKS e FAROOQUI, 2004; YAVIN, 2006; MAZZA et al., 2007). 
Estudos arguem a ligação entre a patologia e a disfunção do metabolismo 
encefálico dos ácidos graxos (JULIEN et al., 2006), e embasam a hipótese de que a 
dieta rica em ω-3 é benéfica em pacientes parkinsonianos (de LAU et al., 2005; da 
SILVA et al., 2008). Os efeitos observados quando a sintomatologia da doença foi 
extrapolada aos modelos animais, em primatas não-humanos e roedores, também 
refletiram potencial neuroproteção desses ácidos graxos (SAMADI et al., 2006; 
BOUSQUET et al., 2008; BOUSQUET et al., 2009; DELATTRE et al., 2010). A partir 
das evidências desse conjunto de estudos pré-clínicos, comprovou-se que o 
consumo de AGPIs ω-3 durante o insulto neurotóxico com 6-OHDA, MPTP ou LPS, 
exerce ação neuroprotetora em diferentes aspectos de avaliação no sistema 
dopaminérgico (revisado por BOUSQUET et al., 2011; JI et al., 2012). Todavia 
existem poucos estudos na literatura que avaliam o efeito da suplementação pré-
natal com DHA em condições neurodegenerativas.  
Embasados na hipótese de que a etiologia da DP pode ser consequência de 
alterações sinérgicas das respostas inflamatórias produzidas ainda na vida intra-
uterina, e insulto posterior durante a vida adulta (LING et al., 2004a; LING et al., 
2004b; LING et al., 2006), hipotetizamos que o fornecimento de AGPIs ω-3 durante 
uma janela temporal importante para o desenvolvimento do SNC (durante a 
gestação e lactação), pudesse desenvolver papel crucial na modificação de fatores 
importantes envolvidos na etiologia desta patologia, e prevenir a morte neuronal 
dopaminérgica. Além disso, o estudo do envolvimento dos AGPIs sobre insultos 
inflamatórios pré e pós-natal poderiam trazer conhecimentos ainda não explorados, 








3.1 OBJETIVO GERAL 
 
O presente trabalho teve como objetivo investigar o efeito da suplementação 
materna com ácidos graxos da família ω-3, durante a gestação e lactação, sobre a 
geração F1, utilizando modelo animal de doença de Parkinson exposto nas fases pré 
e pós-natal ao lipopolissacarídeo de Escherichia coli. 
 
 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
Analisar o efeito da suplementação com óleo de peixe durante a gestação e 
lactação, associada à exposição ao LPS na fase embrionária na geração F1 
(administração intraperitonial na rata matriz) e na vida adulta (re-exposição 
intranigral). Os seguintes parâmetros foram analisados aos 21 e aos 100 dias de 
vida: 
a) Incorporação lipídica nas membranas neuronais da substância negra, 
através da técnica de cromatografia gasosa; 
b) Atividade motora dos animais, utilizando o teste de campo aberto.  
c) Avaliação da memória espacial e não-espacial com a aplicação dos testes 
de memória de localização do objeto e memória de reconhecimento do novo objeto, 
respectivamente. 
d) Expressão das proteínas Bcl-2 e Bax na substância negra, através da 
técnica de Western Blot. 
e) Expressão da proteína indutora de apoptose (AIF) intranuclear nos 
neurônios dopaminérgicos da substância negra, através da técnica de Western Blot. 
f) Avaliar as concentrações do neurotransmissor dopamina e seus 
metabólitos estriatais, utilizando a técnica de cromatografia líquida de alta precisão. 
g) Quantificar os neurônios tirosina-hidroxilase (TH) imunorreativos, a 
densidade dos astrócitos marcados (GFAP), e a ativação microglial (OX-42) na 




4 MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 
 
 
4.1.1 Animais e suplementação 
 
Neste estudo todos os cuidados foram tomados no intuito de minimizar o 
número de animais utilizados ao longo do experimento sem, no entanto, 
comprometer a análise estatística dos resultados. Os experimentos contidos nesta 
pesquisa foram aprovados e seguiram as normas do Comitê de Ética em 
Experimentação Animal do Setor de Ciências Biológicas da Universidade Federal do 
Paraná (CEEA 503) (Anexo 1). 
Foram utilizadas ratas Wistar adultas (n= 250), linhagem albina da espécie 
Rattus novergicus, obtidas no biotério do Setor de Ciências Biológicas da 
Universidade Federal do Paraná, que serviram como matrizes dos animais 
experimentais. Durante todo o experimento os animais foram mantidos sob ciclo 
claro/escuro de 12/12 horas (luzes às 7:00 horas), em ambiente climatizado com 
temperatura controlada (21 ± 2°C), e receberam água e alimentação com ração 
comercial padrão (ração Nuvilab CR1 – Nuvital Nutrientes S/A) à vontade. 
O delineamento experimental foi realizado através de dois experimentos 
independentes. Nestes as fêmeas matrizes foram divididas, aleatoriamente, em dois 
grandes grupos: (a) óleo de peixe (OP) – cujas ratas receberam diariamente, através 
de gavagem, 3,0 g/kg/dia de composto enriquecido com AGPIs ω-3 contendo 12% 
de DHA e 18% EPA (Laboratório Herbarium S/A); e (b) Controle (C) – cujas ratas 
receberam diariamente a administração de água filtrada através de gavagem, para 
mimetizar o processo de manipulação dos animais do grupo OP. O protocolo de 
suplementação iniciou-se 15 dias antes do acasalamento (período de adaptação à 
manipulação), e perdurou durante o tempo de acasalamento, gestação e lactação 
(FIGURA 11). 
Para o cruzamento, em cada caixa contendo duas fêmeas foi colocado um 
rato macho (durante as últimas 3 horas do ciclo escuro). A cópula foi confirmada 
pela presença de espermatozóide no lavado vaginal, e o dia posterior a essa 
 
confirmação designado como o primeiro dia gestacional. As fêmeas que não 
apresentassem espermatozóides n
coletivas, para que o processo de acasalamento fosse repe
No 11° dia de gestação, 
subgrupos, baseados n
(LING et al., 2002; LING
salina 0,9% i.p. nas ratas prenhas, form
(C/S); controle/LPS (C/LPS); óleo de peixe/salina (OP/S) e óleo de peixe/LPS 
(OP/LPS). 
Para assegurarmos
nascimento, 5 filhotes em cada ninhada. Estes foram mantidos com a mãe, em 
caixas individuais, até o final da lactação, ou seja, até 21 dias de vida.  
de 1 a 2 ratos machos de cada ninhada 
comportamentais seguido de análises bioquímicas. Os demais animais da ninhada 
foram agrupados em caixas coletivas, lev
quatro grupos experimentais. Permaneceram nesse estado, recebendo ração
à vontade, até completarem 
 




a citologia vaginal voltavam às suas caixas 
tido no dia seguinte
os grupos C e OP foram divididos em dois 
a aplicação de 1 mg/kg de LPS (L8274; 026:B6; S
 et al., 2004a; LING et al., 2004b) ou igual dose de solução 
ando os seguinte grupos:
 uma amamentação igualitária, mantivemos, ao 
foram designados para passarem 
ando-se em consideração cada um dos 
100 dias de idade. 








 e água 
 
 Escherichi coli;  i.p. 
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4.1.2 Re-exposição ao LPS na vida adulta 
 
Os animais da geração F1 que permaneceram no estudo, aos 90 dias de 
vida pós-natal, foram submetidos à cirurgia estereotáxica para infusão de solução 
LPS ou solução salina intranigral. Para a cirurgia os animais foram anestesiados 
com uma mistura de xilazina (60 mg/Kg, i.m.; Syntec do Brasil Ltda) e quetamina (4 
mg/Kg, i.m.; Syntec do Brasil Ltda), e posicionados no aparelho estereotáxico 
(Insight). A desinfecção do local da cirurgia foi feita com álcool iodado, e com auxílio 
de bisturi realizada a incisão de aproximadamente 2 cm para exposição da parte 
superior da calota craniana. 
As coordenadas estereotáxicas foram determinadas a partir do bregma 
utilizando as seguintes medidas: antero-posterior: - 5.0 mm do bregma; latero-lateral: 
± 2.1 mm da linha mediana, e dorso-ventral: - 7.8 mm do crânio (PAXINOS e 
WATSON, 2005), e em seguida feita perfuração do crânio com broca de baixa 
rotação. Cada animal recebeu aplicação bilateral de 1 µL de solução LPS (2 µg/µL) 
ou o mesmo volume de solução salina 0,9% (grupo salina) intranigral. Estas 
soluções foram infundidas por intermédio de uma agulha de 30 gauge, conectada a 
um tubo de polietileno (1 mm de diâmetro), o qual estava adaptado a uma 
microsseringa de 10 µL (Hamilton, EUA). Com o auxilio de uma bomba de infusão 
(Insight BI 2000) o fluxo foi programado em 0,33 µL/min, durante 3 minutos. Após o 
término da infusão, foram aguardados mais 2 minutos antes de a agulha ser retirada 
lentamente, de forma a se evitar refluxo da droga. 
Assim, cada um dos quatro grupos pré-existentes (C/S; C/LPS; OP/S; 
OP/LPS) foi novamente subdivido em dois, de acordo com a presença ou não de 
uma nova re-exposição ao LPS intranigral originando oito grupos experimentais, a 
saber (FIGURA 12): 
• C/S/S: subgrupo no qual as ratas matrizes não foram suplementadas, e no 
11º dia de gestação, receberam injeção de solução salina intraperitonial. 
Os filhotes aos 90 dias de vida receberam, através de cirurgia 
estereotáxica, solução salina intranigral bilateralmente. 
• C/S/LPS: subgrupo no qual as ratas matrizes não foram suplementadas, e 
no 11º dia de gestação receberam injeção de solução salina intraperitonial. 
Os filhotes aos 90 dias de vida receberam, através de cirurgia 
estereotáxica, aplicação bilateral de LPS intranigral. 
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• C/LPS/S: subgrupo no qual as ratas matrizes não foram suplementadas, e 
no 11º dia de gestação receberam injeção com LPS intraperitonial. Os 
filhotes aos 90 dias de vida receberam, através de cirurgia estereotáxica, 
solução salina intranigral bilateralmente. 
• C/LPS/LPS: subgrupo no qual as ratas matrizes não foram suplementadas, 
e no 11º dia de gestação receberam injeção com LPS intraperitonial. Os 
filhotes aos 90 dias de vida receberam, através de cirurgia estereotáxica, 
aplicação bilateral de LPS intranigral. 
• OP/S/S: subgrupo no qual as ratas matrizes foram suplementadas com 
óleo de peixe e receberam, no 11º dia de gestação, injeção de solução 
salina intraperitonial. Os filhotes aos 90 dias de vida receberam, através de 
cirurgia estereotáxica, solução salina intranigral bilateralmente. 
• OP/S/LPS: subgrupo no qual as ratas matrizes foram suplementadas com 
óleo de peixe e receberam, no 11º dia de gestação, injeção de solução 
salina intraperitonial. Os filhotes aos 90 dias de vida receberam, através de 
cirurgia estereotáxica, aplicação bilateral de LPS intranigral. 
• OP/LPS/S: subgrupo no qual as ratas matrizes foram suplementadas com 
óleo de peixe e receberam, no 11º dia de gestação, injeção com LPS 
intraperitonial. Os filhotes aos 90 dias de vida receberam, através de 
cirurgia estereotáxica, solução salina intranigral bilateralmente. 
• OP/LPS/LPS: subgrupo no qual as ratas matrizes foram suplementadas 
com óleo de peixe e receberam, no 11º dia de gestação, injeção com LPS 
intraperitonial. Os filhotes aos 90 dias de vida receberam, através de 
cirurgia estereotáxica, aplicação bilateral de LPS intranigral. 
  
 
FIGURA 12 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA FORMAÇÃO DOS GRUPOS 






4.2.1 Perfil lipídico 
 
Os lipídios totais foram extraídos com uma mistura de clorofórmio
água (2:2:1,8 v/v), segundo Bligh e Dyer (1959). Foram pesados cerca de 25,00 g (± 
0,1) adicionados 45,0 mL de solução clorofórmio
vigorosamente por 5 min. Depois, foram adicionados à mistura 15,0 mL de 
clorofórmio e agitados por 2 min, 18,0 mL de água destilada, agitados por 5 min. A 
mistura foi filtrada a vácuo em funil de Büchner com papel de filtro quantitativo. A 
solução resultante foi transfer
separação das fases, a inferior contendo o clorofórmio e os lipídios, foi drenada para 
balão de 250 mL com banho a 30 ºC. Aos lipídios extraídos foram adicionados 500 
µL de solução padrão de concentração 1,000 mg/mL d
 
-metanol (1:2 v/v) e agitados 
ida para um funil de separação de 250 mL. Após a 






(23:0), como padrão interno, em iso-octano. Após homogeneização, a mistura foi 
transferida para um tubo de esterificação e o solvente foi completamente removido 
com fluxo de N2 gasoso. Ao tubo adicionou-se 4,00 mL de solução metanólica de 
NaOH 0,5 mol/L. O tubo fechado, contendo a mistura, foi aquecido em banho maria 
a 100 °C por 5 min e resfriado à temperatura ambiente. 5,0 mL de uma solução de 
reagente esterificante foi adicionado ao tubo que retornou ao aquecimento em banho 
maria a 100 °C, por mais 5 min e resfriado, logo após, em água corrente. Em 
seguida, adicionou-se 5,0 mL de uma solução aquosa saturada de NaCl agitando 
vigorosamente por 30 s, em seguida foram adicionados 2,0 mL de iso-octano, e, 
novamente esta foi agitada por 30 s. A amostra esterificada foi mantida em repouso 
na geladeira até a separação das fases. O sobrenadante foi recolhido e transferido 
para frasco para posterior análise cromatográfica. Os ésteres de ácidos graxos poli-
insaturados foram separados em fases gasosas pelo cromatógrafo (Ultra Rastreio 
3300) equipado com detector de ionização e uma coluna capilar de sílica fundida 
CP7420 (FAME Select) com um fluxo de H2 de 1,2 mL/min e 30 mL/min de N2. O 
volume injetado foi de aproximadamente 2,0 µL, com as temperaturas do injetor e do 
detector de 220 a 230°C respectivamente. Os percentuais foram determinados pela 
integração de áreas de pico pelo Software Chronquest versão 5.0. Os valores foram 
obtidos utilizando o critério da comparação do tempo de retenção dos ésteres 
metílicos de padrões da Sigma (EUA) com a amostra, e através da co-diluição 
padrão de composição conhecida (JOSEPH e Ackman, 1992). 
 
 
4.2.2 Testes Comportamentais 
 
 
4.2.2.1 Teste do campo aberto 
 
A atividade motora foi avaliada em um ambiente rico em estímulo luminoso 
(iluminado por 4 lâmpadas de 60W cada), o qual consiste em uma arena circular (1 
m de diâmetro) circundada por uma parede lateral de 40 cm e com piso preto, sem 
divisões aparentes. Para a avaliação cada rato foi gentilmente colocado no centro da 
arena e deixado explorar o ambiente livremente durante 5 minutos. Neste período, 
uma câmera acoplada a um programa para analisar as imagens (Smart Junior 
58 
 
System Panlab, Harvard Apparatus, Spain) foi usado para quantificar o 
comportamento locomotor do animal através das análises da distância percorrida, 
velocidade média e tempo de exploração em cada região da arena (central ou 
periférica). Após cada animal ser testado a arena foi limpa com solução de etanol 
10% para evitar interferências causadas pelo animal previamente testado. 
 
 
4.1.3.2 Avaliação da memória espacial e não espacial  
 
Como as ratas progenitoras receberam a injeção de LPS i.p. os filhotes, aos 
21 dias de idade, foram avaliados quanto ao seu desempenho em dois diferentes 
tipos de memória: (a) de localização do objeto (OLT), e (b) reconhecimento do novo 
objeto (NORT) (ENNACEUR et al., 2005). Ambas as avaliações foram realizadas 
utilizando uma caixa retangular (30 x 50 x 20 cm), com objetos em cópias idênticas, 
fabricados em material biologicamente neutro (acrílico ou vidro) e pesados o 
suficiente para que o animal não conseguisse removê-los do lugar.  Para a 
realização do teste os animais foram submetidos a um treino 24 horas antes da 
avaliação propriamente dita. Nesse treino cada animal foi colocado no centro da 
caixa, a qual continha dois objetos idênticos colocados paralelamente em um dos 
lados da caixa. Durante 3 minutos o animal podia explorá-los livremente. Após, era 
retirado e colocado em sua gaiola de manutenção. Passado um intervalo de 15 
minutos, o animal era recolocado na caixa de avaliação com os mesmos dois 
objetos por mais 3 minutos. Esse processo se repetiu por 5 vezes consecutivas. 
Entre cada exposição a caixa e cada objeto foram limpos com solução de etanol 
10%. 
Vinte e quatro horas após a habituação descrita acima, cada animal passou 
por mais uma sessão de amostra, ou seja, foi colocado novamente no centro da 
caixa de avaliação e, durante 3 minutos, sob condições idênticas às do dia anterior, 
explorou os objetos. Para a realização do teste (fase de escolha) que avaliou a 
memória espacial (de localização), 15 minutos após o treino o animal foi colocado 
nesta caixa, entretanto, um dos objetos foi colocado em posição oposta à situação 
anterior (FIGURA 13A). Durante 3 minutos foi quantificado o tempo de exploração 
em cada um dos objetos. Para a realização do teste de memória não espacial, que 
avaliou a memória de reconhecimento do novo objeto, outro grupo de animais 
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passou pela mesma situação de habituação e amostra descritas anteriormente, 
porém no momento do teste um dos objetos foi trocado por um objeto desconhecido 
pelo animal (FIGURA 13B).  
A geração F1, na fase adulta após a re-exposição ao LPS intranigral (100 
dias), também foi avaliada quanto ao seu desempenho no teste reconhecimento do 
novo objeto (FIGURA 13B). Os animais, nesta fase, passaram pelo mesmo protocolo 
acima descrito, no entanto, as atividades foram realizadas uma caixa retangular de 
madeira (80 x 80 x 50 cm). 
Em todos os testes o índice de discriminação entre os objetos foi 
determinado pela fórmula [(tempo no objeto conhecido – tempo no objeto novo) / 
tempo total de exploração x 100]. 
 
 
FIGURA 13 – ILUSTRAÇÃO DO TESTE DE AVALIAÇÃO DE MEMÓRIA. (A) MEMÓRIA 
ESPACIAL (DE LOCALIZAÇÃO) E (B) MEMÓRIA NÃO ESPACIAL (DE 
RECONHECIMENTO DO NOVO OBJETO). 
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4.2.3 Avaliação neuroquímica 
 
Os animais foram ortotanasiados por decapitação, e seus estriados dissecados 
rapidamente sobre placa de gelo, pesados e congelados em freezer -80°C, até o 
momento de terem os níveis de DA, DOPAC (ácido 3,4-dihidroxifenilacético) e HVA 
(ácido 3-metoxi-4-hidroxifenilacético) avaliados através do método de cromatografia 
líquida de alta precisão com detecção eletroquímica (HPLC-ED). Para esta análise, 
os tecidos foram homogeneizados através de sonicação em 500 mL de solução de 
extração (0,1 M ácido perclórico, 0,4 mM de metabissulfito de sódio e 0,2 mM de 
EDTA). O homogenato foi centrifugado a 20.000x g durante 10 minutos, e filtrado 
com membrana 0,22 mm. Os precipitados foram dissolvidos em NaOH 0,1N e 
avaliados quanto à concentração proteica utilizando-se o kit de ensaio do ácido 
bicinconínico (BCA, Pierce Chemical, Rockford, IL). Os sobrenadantes foram 
submetidos à rápida separação isocrática através de sistema de coluna de fase 
reversa C18 (Spheri - 5, C18, ODS 5 mm, 25cm, coluna 4,6 mm; ligada a uma pré-
coluna RP-18,7 mm; Perkin Elmer Brownlee Colu mns, Shelton, CT), e 
eletroquimicamente detectados usando um detector amperométrico (L-ECD-6A, 
Shimadzu, Japão), pela oxidação de eletrodo de carbono em +850 mV em relação 
ao eletrodo referência Ag-AgCl (MACHADO et al., 2008). A fase móvel consistiu em 
0,163 M de ácido cítrico, 0,06 M de fosfato de sódio dibásico anidro, 0,69 mM de 
octil sódio sulfato, 12 mM de EDTA, 4% de acetonitrila, 1,7% tetra-hidrofurano e 
ácido fosfórico suficiente para levar o pH a 2,85, diluído em água bidestilada. Cada 
amostra foi analisada em duplicata para as concentrações de DA, DOPAC e HVA. A 
recuperação dos analitos foi determinada pela adição de uma concentração fixa de 
padrão interno de dihidroxibenzilamina (DHBA) antes da homogeneização de 
tecidos. Todos os padrões e os sais utilizados foram da marca Sigma (St. Louis) e os 





Os animais foram anestesiados com uma mistura de xilazina (60mg/Kg, i.m.; 
Syntec do Brasil Ltda) e quetamina (4 mg/Kg, i.m.; Syntec do Brasil Ltda), 
perfundidos intracardiacamente com 200 mL de solução de NaCl 0,9%, seguido de 
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200 mL de formaldeído a 4% em tampão fosfato (PB) 0,1M, a uma taxa de infusão 
de aproximadamente 20 mL/minuto. Foram pós-fixados em solução de formaldeído 
4% durante 24 horas e crioprotegidos em solução de sacarose 30% durante 48 
horas para posterior congelamento em freezer -80ºC. 
Cortes coronais de 25 µm foram feitos em criostato (Leica®, modelo 
CM1850) ao longo da extensão rostro-caudal da substância negra (PAXINOS e 
WATSON, 2005). Todos os animais foram submetidos ao mesmo procedimento, de 
modo que as análises histológicas fossem realizadas em secções comparáveis ao 
longo da extensão da estrutura. Os cortes foram distribuídos sequencialmente em 4 
tubos, sendo cada um direcionado a uma análise imunohistoquímica (1º tubo: TH; 2º 
tubo: GFAP; 3º tubo: OX-42; 4º tubo: reserva). 
No momento da análise as secções foram lavadas em solução PB 0,1 M, e a 
ação da peroxidase endógena foi bloqueada após lavagem com H2O2 1% (30 
volumes) em PB. Em seguida as secções foram incubadas com anticorpo primário 
diluído em PB com 0,1% de Triton X-100 por 24 horas. Os anticorpos utilizados 
foram anti-TH (tirosina-hidroxilase - 1:1.000, Sigma), anti-GFAP (Glial fibrillary acidic 
protein - 1:2.000, Dako), anti-OX-42 (CD11b microglia ativada 1:1.000, Axyll). Ao fim 
deste período, as secções foram lavadas e incubadas em seus respectivos 
anticorpos secundários biotinilado (Vector Vectastain Laboratories, diluição 1:200, 
em PB e TritonX-100) por 2 horas. Após nova lavagem em PB, seguiu-se a 
incubação com o complexo avidina e biotina (kit ABC, Vector Vectastain, 
Laboratories) por 1 hora, sendo 45 µL do reagente A e 45 µL do B para cada 10 
mL de PB com Triton X-100. As secções de tecido foram novamente lavadas e 
incubadas com o cromógeno 3,3'-diaminobenzidina (DAB, Sigma-Aldrich). Após 
várias lavagens em tampão acetato 0,1 M para inativar a reação, as secções foram 
montadas em lâminas gelatinadas, desidratadas com banho em solução crescente 
de álcoois e montadas em Entellan (MERK, Darmstadt, Germany). 
As imunohistoquímicas realizadas para GFAP e OX-42 foram analisadas 
quantitativamente por densidade óptica integrada das marcações positivas dos 
anticorpos. Para isso, o processo imunohistoquímico seguiu regras de padronização 
e todas as revelações foram realizadas com o mesmo tempo a partir da mesma 
solução corante. A quantificação foi realizada a partir de análise de imagens 
capturadas no scanner de microscopia Zeiss Axio Imager2. Cada imagem capturada 
permite resultados precisos e reprodutíveis, pois todos os padrões de luminosidade, 
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foco e objetiva utilizados foram previamente estabelecidos e mantidos em todos os 
escaneamentos. O aparelho possui iluminação homogênea, o que permite uma 
melhor análise por densidade óptica integrada (DOI). As imagens foram capturadas 
pela câmera AxioCam HRc acoplada no microscópio Zeiss Axio Imager2. O mosaico 
para formação da imagem geral foi feito pelo software AxioVision. Obtida a imagem 
total de cada lâmina, imagens individuais foram extraídas pelo software MetaView 
v.2.0.112 e analisadas pelo software Image J versão 1.32j de domínio público. Para 
quantificação dos neurônios TH-ir todo o processo de captura de imagens e 
escaneamento seguiram o protocolo acima descrito com posterior análise realizada 
com o auxílio do software Image-Pro Express versão 6.0. 
 
 
4.2.5 Analise através da técnica de Western Blot 
 
 
4.2.5.1 Avaliação das proteínas Bcl-2 e Bax 
 
Para esta análise os animais foram ortotanasiados, os encéfalos foram 
rapidamente removidos, as substâncias negras dissecadas e congeladas em freezer 
-80ºC. Para realizar a extração protéica as estruturas foram sonicadas em 500 µL de 
tampão de lise (0,2% deoxicolato de sódio, 1% triton X-100, 50 mM tris-HCl pH 7,5, 
1mM EDTA, 1mM PMSF, 2.5 mM Fenantrolina). Após a homogeneização, as 
amostras foram centrifugadas por 15 min, a 10.000 rpm, sob uma temperatura de 
4ºC. Na porção sobrenadante resultante da centrifugação foi feito todo o processo 
de análise. 
Foi realizada a determinação das concentrações de proteínas a partir do 
método de Bradford (BRADFORD, 1976), após, foram separadas por SDS-PAGE e 
submetidas à reação de Western Blot. As amostras aplicadas no gel (equivalente a 
80 µg de extrato total de proteína para análise de Bcl-2 e 50ug para análise de Bax) 
foram preparadas em tampão de amostra redutor (700 mM Tris-HCl, 30% glicerol, 
290 mM SDS, 0,012% azul de bromofenol, 5% β-mercaptoetanol) e desnaturadas a 
95ºC por 5 min. As proteínas foram separadas em géis de poliacrilamida-SDS (15%) 
e transferidas para membrana de nitrocelulose (Hybond™-C Extra, Amersham 
Bioscience, Buckinghamshire-Inglaterra) em aparato Trans-Blot Semi-Dry (Bio-Rad) 
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durante 40 minutos sob corrente constante 15V em tampão de transferência (39 mM 
de glicina, 48 mM de Tris-base, 0,037% de SDS e 20% metanol). As membranas 
foram coradas com solução Ponceau 0,1% para verificação da transferência. 
Transferidas as proteínas, as membranas foram então bloqueadas em tampão TBST 
0,05% e leite em pó (5%, Molico, Nestlé, Brasil Ltda), por 1h sob agitação em 
temperatura ambiente. A incubação com anticorpos primários (anti-Bcl-2 1:200 - 
Santa Cruz Biotecnologia, e anti- Bax 1:200 - Santa Cruz Biotecnologia) foi feita em 
tampão TBST, BSA 1% ou leite desnatado 5%, por 12-18 horas 4ºC sob agitação. 
As membranas, após lavagens com TBST, foram incubadas com anticorpo 
secundário adequado conjugado com peroxidase diluído em solução tampão de 
bloqueio por 1 hora em temperatura ambiente. Para verificação da presença da 
banda de interesse, foram feitas novas sequências de lavagens com TBST para 
então revelar as membranas com substrato adequado para reação de 
quimioluminescência expondo-as a filme radiográfico em sala escura até obtenção 
de sinal adequado. A análise das bandas foi realizada por densitometria utilizando o 
programa ImageJ. Para controle das dosagens protéicas todos os experimentos 
foram avaliados com a marcação de β-actina. 
 
 
4.2.5.1 Fracionamento da amostra com centrifugação diferenciada – 
quantificação do AIF 
 
Para avaliarmos a presença ou não da proteína AIF no núcleo, cada 
substância negra foi processada a partir de fracionamento celular por centrifugação 
diferenciada seguindo protocolo de Borsics et al., (2010). Neste, cada amostra 
(aproximadamente 0,3 g de tecido) foi sonicada em 1 mL de tampão de lise (20 mM 
Tris-HCl pH 7,5; 1 mM EDTA, 5 mM MgCl2). Foi realizada uma centrifugação inicial a 
800x g durante 10 minutos, a 4ºC. O pellet gerado foi ressuspendido em 1 mL de 
tampão I (20 mM Tris-HCl pH 7,5; 255 mM sacarose, 10 mM MgCl2). Neste mesmo 
tubo foi adicionado gentilmente 1 mL de tampão II (20 mM Tris-HCl pH 7,5, 350 mM 
de sacarose, 0,5 mM MgCl2) para formar um gradiente de concentração 
diferenciado. Posteriormente foi realizada a centrifugação da amostra durante 10 
minutos a 1.430x g, seguida de ressuspensão do infranadante em 200 µL de tampão 
de lise (0,2% deoxicolato de sódio, 1% triton X-100, 50 mM tris-HCl pH 7,5, 1 mM 
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EDTA, 1 mM PMSF, 2.5 mM Fenantrolina). Este produto final continha todos os 
componentes nucleares das células. Nesta porção foi realizada a determinação das 
concentrações de proteínas a partir do método de Bradford (BRADFORD, 1976). 
Para a separação das proteínas e realização de Western Blot foi feita a purificação 
de proteínas da amostra. Para isto, foram adicionados 0,4 mL de metanol a 0,1 mL 
da amostra. Agitado vigorosamente e centrifugados a 9.000x g durante 10 
segundos. No mesmo tubo, 0,1 mL de clorofórmio foram adicionados e, novamente 
agitado vigorosamente e centrifugado a 9.000x g durante 10 segundos. Após a 
adição de 0,3 mL de água bidestilada e autoclavada, repetiu-se o processo de 
agitação e centrifugação a 9.000x g durante 1 minuto a 4ºC. Descartou-se a fase 
superior, e à fase inferior e à interface foram acrescidos 0,3 mL de metanol, para 
que pela última vez a amostra fosse agitada e centrifugada a 9.000x g durante 2 
minutos a 4ºC. Após descartar a fase superior, as proteínas purificadas contidas no 
pellet sofreram processo de secagem a vácuo. 
Após este processamento as proteínas (equivalente a 50 µg de extrato total 
de proteína) foram ressuspendidas em tampão de amostra redutor (700 mM Tris-
HCl, 30% glicerol, 290 mM SDS, 0,012% azul de bromofenol, 5% β-mercaptoetanol) 
e desnaturadas a 95 ºC por 5 min, separadas por SDS-PAGE e submetidas à reação 
de Western Blot. As proteínas foram separadas em géis de poliacrilamida-SDS 
(12%) e transferidas para membrana de nitrocelulose (Hybond™-C Extra, Amersham 
Bioscience, Buckinghamshire-Inglaterra) em aparato Trans-Blot Semi-Dry (Bio-Rad) 
durante 40 minutos sob corrente constante 15V em tampão de transferência (39 mM 
de glicina, 48 mM de Tris-base, 0,037% de SDS e 20% metanol). As membranas 
foram coradas com Ponceau 0,1% para verificação da transferência. Transferidas as 
proteínas, as membranas foram então bloqueadas em tampão TBST 0,05% e leite 
em pó (5%, Molico, Nestlé, Brasil Ltda), por 1h sob agitação em temperatura 
ambiente. A incubação com anticorpo primário (anti-AIF 1:200 - Santa Cruz 
Biotecnologia) foi feita em tampão TBST e leite desnatado 5%, por 12-18 horas 4ºC 
sob agitação. As membranas, após lavagens com TBST, foram incubadas com 
anticorpo secundário adequado conjugado com peroxidase diluído em tampão de 
bloqueio por 1 hora em temperatura ambiente. Para verificação da presença da 
banda de interesse, foram feitas novas sequências de lavagens com TBST para 
então revelar as membranas com substrato adequado para reação de 
quimioluminescência expondo-as a filme radiográfico em sala escura até obtenção 
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de sinal adequado. A análise das bandas foi realizada por densitometria através do 
programa ImageJ. Para controle e normalização das dosagens protéicas todos os 
experimentos foram avaliados com a marcação de lamina-A (Sigma 1:200). 
Como o AIF é uma proteína que também pode ser encontrada nas 
membranas mitocondriais, a presença destas em nosso protocolo de centrifugação 
fracionada poderia influenciar o resultado final. Para tanto, durante a padronização 
do protocolo acima descrito, tomamos o cuidado de realizarmos a marcação para 
citocromo c – que mostrou-se negativa – confirmando que o processo de 




5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
As comparações estatísticas entre os grupos foram realizadas usando o 
programa Statistic 7.0. Todos os dados foram testados quanto à normalidade 
através do teste de Kolmogorov-Smirnov. Os que estavam consistentes com a 
normalidade foram submetidos à análise de variância (ANOVA) de duas vias 
(suplementação e LPS pré-natal como variáveis independentes nos animais de 21 
dias) ou três vias (suplementação, LPS pré-natal e LPS pós-natal como variáveis 
independentes nos animais de 100 dias). ANOVA de medidas repetidas foi utilizada 
para a avaliação de ganho de massa corporal. Foi realizado, quando indicado, o 
teste de Duncan como procedimento para comparações post hoc para determinar a 
diferença entre os grupos. Os resultados não paramétricos foram submetidos à 




6 ANÁLISE DOS RESULTADOS 
 
O tempo médio de duração da gestação das ratas matrizes foi de 22 ± 1 
dias. Neste período, seu ganho de massa corporal foi monitorado como um dos 
parâmetros passíveis de interferência durante a gestação. O dia de confirmação da 
presença de espermatozóide no lavado vaginal foi considerado o dia 0, e a massa 
neste dia considerada 100%. A figura 14 expressa a curva de ganho de massa 
corporal evidenciando que a suplementação com óleo de peixe [ANOVA F(1,36) = 
2,93; p = 0,09] e o processo de exposição ao LPS [ANOVA F(1,36) = 3,45; p = 0,07] 












FIGURA 14 – ALTERAÇÕES NA PORCENTAGEM DE MASSA CORPORAL DAS RATAS 
PROGENITORAS DURANTE O PERÍODO GESTACIONAL EM RESPOSTA À 
SUPLEMENTAÇÃO COM ÓLEO DE PEIXE E A INJEÇÃO INTRAPERITONIAL DE LPS NO 




Logo ao nascimento, foram registrados parâmetros macroscópicos 
relacionados à prole (TABELA 2). Observou-se que as ratas expostas ao LPS 
tiveram menor número de filhotes [ANOVA F(1,36) = 11,49; p<0,01], em relação às 
que receberam injeção de salina. Dano que não foi revertido pela presença do óleo 
de peixe durante o período de gestação [ANOVA F(1,36) = 0,60; p = 0,44]. 
  






























C/S (n=10) C/LPS (n=10) OP/S (n=10) OP/LPS (n=10) 
Número de filhotes 11,49 ± 0,81 8,40 ± 1,06a 11,30 ± 0,71 8,80 ± 1,18a 
Filhotes machos 7,10 ± 0,88 4,70 ± 0,51b 6,0 ± 0,66 5,40 ± 0,79 
Filhotes fêmeas 5,30 ± 0,40 3,70 ± 0,70 5,31 ± 0,72 3,40 ± 0,85  
Peso médio do filhote(g) 8,49 ± 0,62 6,88 ± 0,33 7,43 ± 0,40 7,63 ± 0,59  
 
Os dados são expressos como média ± erro padrão da média. ANOVA de duas vias seguida 
do pós-teste de Duncan. ap<0,05 comparado ao C/S e ao OP/S; bp<0,05 comparado ao C/S. 
C: ratas progenitoras que não foram suplementadas; OP: ratas progenitoras que receberam 
óleo de peixe; S: matrizes que receberam injeção de salina i.p. No 11º gestacional; LPS: 
matrizes que receberam 1 mg/kg de LPS i.p. 
 
 
6.1 ANÁLISE DOS RESULTADOS NOS ANIMAIS DE 21 DIAS 
 
Para investigar possíveis modificações na composição lipídica nas 
membranas celulares da substância negra analisamos, através de cromatografia 
gasosa, o perfil lipídico desta estrutura. De acordo com a Tabela 3, é possível 
perceber que o DHA fornecido às ratas progenitoras foi amplamente incorporado às 
membranas neuronais da prole (p<0,01), sem que houvesse interferência do 
tratamento com LPS neste processo [ANOVA F(1,18) = 0,03; p = 0,85]. A razão ω-6 
(linoleico + AA) / ω-3 (EPA + DHA) foi significantemente influenciada pela 
suplementação [ANOVA F(1,18) = 75,38; p = 0,0001], reduzindo-se à metade nos 
animais que a receberam. 
Quando os animais foram submetidos ao teste de campo aberto, 
observamos maior permanência na região periférica do aparato nos quatro grupos 
experimentais, sem implicação de prejuízos causados pela aplicação do LPS 
[ANOVA F(1,26) = 0,116; p = 0,73] (FIGURA 15A e B). Por outro lado, os animais 
que foram expostos ao LPS mostraram-se mais ativos desempenhando maior 
distância percorrida na periferia [ANOVA F(1,26) = 4,61; p<0,05] (FIGURA 15D), e 
maior velocidade média (+72% no grupo controle; +30% no grupo óleo de peixe) 
quando comparados aos seus respectivos controles que receberam injeção de 
















Os valores representam a média ± erro padrão da média. ANOVA de duas vias seguida pelo 
pós-teste de Duncan. ap<0,01, bp<0,0001 comparado aos animais do grupo controle. 
 
 
Os resultados apresentados na Figura 16A mostram que uma única dose de 
LPS foi determinante para causar significativo déficit de memória de localização do 
objeto [ANOVA F(1,56) = 4,90; p<0,05]. A preferência e, consequentemente maior 
tempo de exploração no objeto com nova posição foi demonstrada nos animais 
salina (controle +49%, e óleo de peixe +53%), confirmando a associação entre este 
comportamento e a formação de memória dependente de hipocampo. Além disso, 
quando comparamos somente os animais C/S e OP/S nos deparamos com 
resultados que demonstram que a suplementação com óleo de peixe per se foi 
capaz de tornar a distinção entre os dois objetos mais evidente [ANOVA F(1,56) = 
11,82; p<0,001]. A análise do índice de discriminação entre os dois objetos 
confirmou o déficit de memória causado pela exposição ao LPS [ANOVA F(1,26) = 
13,45; p<0,05], e a prevenção deste dano exercida pela suplementação com óleo de 
peixe através da significante interação entre estes dois fatores [ANOVA F(1,26) = 
18,89; p<0,001] (FIGURA 16B).  
  
Salina (n=5) LPS (n=5) Salina (n=6) LPS (n=6)
0,47 ± 0,08 0,29 ± 0,04 0,30 ± 0,02 0,28 ± 0,05
26,21 ± 2,70 25,75 ± 3,13 24,45 ± 0,55 22,86 ± 0,91
24,38 ± 3,91 24,64 ± 3,98 21,48 ± 0,73 22,14 ± 0,22
11,52 ± 1,70 12,07 ± 1,38 15,38 ± 1,44 15,03 ± 0,88
1,78 ± 0,61 1,01 ± 0,29 1,04 ± 0,14 0,89 ± 0,20
12,92 ± 1,95 12,72 ± 2,68 11,64 ± 0,71 12,13 ± 0,95
0,85 ± 0,19 0,71 ± 0,16 1,44 ± 0,37 1,36 ± 0,19
11,79 ± 1,92 12,82 ± 2,38 21,82 ± 2,19a 21,61 ± 2,02a











































FIGURA 15 – AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE MOTORA NO TESTE DE CAMPO ABERTO. OS 
VALORES SÃO EXPRESSOS COMO MÉDIA ± ERRO PADRÃO DA MÉDIA. ANOVA DE 
DUAS VIAS SEGUIDA DO PÓS-TESTE DE DUNCAN. *p<0,05 COMPARADO AOS 





















































































































































































FIGURA 16 - DESEMPENHO NA AVALIAÇÃO DE MEMÓRIA DE LOCALIZAÇÃO (A). 
ÍNDICE DE DISCRIMINAÇÃO CALCULADO PELA FÓRMULA [(TEMPO NA POSIÇÃO 
NOVA – TEMPO NA POSIÇÃO FAMILIAR) / (TEMPO DE EXPLORAÇÃO TOTAL) X 100] 
(B). OS DADOS SÃO REPRESENTADOS COMO MÉDIA ± ERRO PADRÃO DA MÉDIA. 




Paralelamente, o comportamento dos animais no teste de memória não 
espacial também foi avaliado. Os dados mostrados na Figura 17B indicam o prejuízo 
causado pela aplicação de LPS [ANOVA F(1,26) = 7,83; p<0,01]. Semelhantemente 
à memória de localização, quando analisamos o índice de discriminação entre os 
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óleo de peixe preveniu o déficit de memória pois encontramos interação dos fatores 





























FIGURA 17 - DESEMPENHO NA AVALIAÇÃO DE MEMÓRIA DE RECONHECIMENTO DO 
NOVO OBJETO (A). ÍNDICE DE DISCRIMINAÇÃO CALCULADO PELA FÓRMULA 
[(TEMPO NA POSIÇÃO NOVA – TEMPO NA POSIÇÃO FAMILIAR) / (TEMPO DE 
EXPLORAÇÃO TOTAL) X 100] (B). OS DADOS SÃO REPRESENTADOS COMO MÉDIA ± 
ERRO PADRÃO DA MÉDIA. ANOVA DE DUAS VIAS SEGUIDA PELO PÓS-TESTE DE 
DUNCAN.   *p<0,05. n=7-8/GRUPO 
 
 
Somado às alterações comportamentais, a avaliação imunohistoquímica 
mostrou significante efeito da exposição ao LPS pré-natal [ANOVA F(1,16) = 26,66; 
p<0,0001] no número de neurônios dopaminérgicos da SNpc (FIGURA 18). Os 
animais expostos à neurotoxina mostraram redução das células TH-ir tanto no grupo 
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ausência de efeito da suplementação















FIGURA 18 - CÉLULAS TIROSINA
SUBSTÂNCIA NEGRA PARTE COMPACTA NOS ANIMAIS DE 21 DIAS DE VIDA
RATAS PROGENITORAS FORAM SUPLEMENTADAS OU NÃO COM ÓLEO DE PEIXE. 
OS VALORES SÃO EXPRESSOS COMO MÉDIA ± ERRO PADRÃO DA M
INDICAM O EFEITO DA APLICAÇÃO DE LPS INTRAPERITONIAL DURANTE O PERÍODO 
EMBRIONÁRIO. ANOVA DE DUAS VIAS SEGUIDA PELO PÓS
























 [ANOVA F(1,16) = 0,19; p = 0
[ANOVA F(1,16) = 0,01; p = 0,90] 
-HIDROXILASE (TH) IMUNORREATIVAS NA 















































Paralelamente ao reduzido número de neurônios TH-ir, a quantificação 
estriatal das concentrações do neurotransmissor DA e seus metabólitos mostrou que 
os animais expostos ao LPS tinham menos DA quando comparados aos animais 
que receberam injeção de salina [ANOVA F(1,19) = 5,60; p<0,05] (FIGURA 19A). 
Em contraste, a suplementação com óleo de peixe [ANOVA F(1,19) = 0,58; p = 0,45] 
e a interação entre os fatores [ANOVA F(1,19) = 0,97; p = 0,33] mostraram-se 
ineficazes em modificar esta redução. Ainda, não encontramos efeito da exposição 
ao LPS nas concentrações de DOPAC [ANOVA F(1,19) = 0,99; p = 0,33], HVA 
[ANOVA F(1,19) = 0,03; p = 0,95], e suas respectivas taxas de renovação [ANOVA 
F(1,19) = 0,59; p = 0,45] e [ANOVA F(1,19) = 1,72; p = 0,20], ou efeito da 































FIGURA 19 – CONCENTRAÇÃO ESTRIATAL DO NEUROTRANSMISSOR DOPAMINA 
(DA) (A), SEUS METABÓLITOS DOPAC (B) E HVA (C), E RESPECTIVAS TAXAS DE 
RENOVAÇÃO (D e E). OS VALORES SÃO EXPRESSOS COMO MÉDIA ± ERRO PADRÃO 
DA MÉDIA, E INDICAM O EFEITO DA APLICAÇÃO DE LPS i.p. DURANTE O PERÍODO 




Por outro lado, a análise microscópica das secções da SNpc, e os resultados 
obtidos a partir da quantificação por DOI mostram que, quando os animais foram 



































































































































































(GFAP)  [ANOVA F(1,14) = 26,08; p<0,001] (FIGURA 20). Esta redução, não se 
mostrou apenas restrita à SNpc, mas de uma maneira padronizada em todo o 
mesencéfalo (dados não mostrados). Apesar desta alteração, observamos que a 
presença da suplementação não modificou a densidade astrocitária nos animais que 
o receberam [ANOVA F(1,14) = 0,21; p = 0,65]. 
A análise da substância negra mostrou que, aos 21 dias de vida, a 
expressão das proteínas anti-apoptótica Bcl-2 [ANOVA F(1,16) = 0,19; p = 0,66], 
pró-apoptótica Bax [ANOVA F(1,16) = 0,57; p = 0,45], e a razão entre ambas 
[ANOVA F(1,16) = 0,06; p = 0,79] não estavam alteradas nos ratos que receberam 
LPS (FIGURA 21). Semelhantemente, na avaliação por ANOVA não encontramos 
diferença estatística entre os grupos suplementados como óleo de peixe e controle, 
nos três parâmetros avaliados: Bcl-2 [ANOVA F(1,16) = 0,86; p = 0,36], Bax [ANOVA 




























FIGURA 20 – FIGURA REPRESENTATIVA (A) E DENSIDADE ÓPTICA INTEGRADA DAS 
CÉLULAS IMUNORREATIVAS PARA PROTEÍNA ÁCIDA FIBRILAR GLIAL (GFAP) NA 
SUBSTÂNCIA NEGRA PARTE COMPACTA (B) NOS ANIMAIS DE 21 DIAS DE VIDA 
CUJAS RATAS PROGENITORAS FORAM SUPLEMENTADAS OU NÃO COM ÓLEO DE 
PEIXE. OS VALORES SÃO EXPRESSOS COMO MÉDIA ± ERRO PADRÃO DA MÉDIA, E 
INDICAM O EFEITO DA APLICAÇÃO DE LPS INTRAPERITONIAL DURANTE O PERÍODO 
EMBRIONÁRIO. ANOVA DE DUAS VIAS SEGUIDA PELO PÓS-TESTE DE DUNCAN. 




























































FIGURA 21 – EXPRESSÃO DAS PROTEÍNAS BCL-2, BAX E RAZÃO ENTRE AMBAS NA 
SUBSTÂNCIA NEGRA NOS ANIMAIS AOS 21 DIAS (B). OS VALORES FORAM 
NORMALIZADOS PELA PROTEÍNA β-ACTINA (A). OS DADOS SÃO EXPRESSOS COMO 
MÉDIA ± ERRO PADRÃO DA MÉDIA E REPRESENTADOS COMO PORCENTAGEM DO 
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6.2 ANÁLISE DOS RESULTADOS NOS ANIMAIS DE 100 DIAS APÓS A RE-
EXPOSIÇÃO AO LPS INTRANIGRAL 
 
A Figura 22 ilustra o comportamento motor dos animais no teste do campo 
aberto. Observamos a ausência de modificação em todos os parâmetros, quando 
avaliados 7 dias após a injeção intranigral de LPS (p>0,05). Nesta figura também 
demonstramos que a suplementação com óleo de peixe na gestação e lactação não 
exerceu influência no desempenho de deambulação na fase adulta do animal 
(p>0,05). Além disso, a exposição pré-natal ao LPS não precipitou possível efeito 
sinérgico com a exposição pós-natal capaz de alterar os parâmetros avaliados 
(p>0,05). 
 Os dados referentes à memória não-espacial, apresentados na Figura 23A, 
mostram que os animais salina pré e pós-natal passaram maior tempo explorando o 
objeto na nova posição em comparação ao objeto na posição familiar (p<0,05). 
Através da análise dos dados por ANOVA de três vias observamos significante 
déficit de memória causado pela aplicação do LPS tanto pré-natal [ANOVA F(1,83) = 
4,55; p<0,05], como pós-natal [ANOVA F(1,83) = 11,79; p<0,01] quando avaliado o 
índice de discriminação entre os dois objetos (FIGURA 23B). Observamos também 
que o tratamento com óleo de peixe mostrou-se eficaz em aumentar a capacidade 
de o animal distinguir os dois objetos [ANOVA F(1,172) = 5,88; p<0,05] (FIGURA 
23A), além de significante interação entre suplementação e a exposição pós-natal ao 































FIGURA 22 – DESEMPENHO MOTOR AVALIADO NO TESTE DE CAMPO ABERTO 7 
DIAS APÓS A RE-EXPOSIÇÃO INTRANIGRAL AO LPS. OS ANIMAIS DO GRUPO ÓLEO 
DE PEIXE RECEBERAM SUPLEMENTAÇÃO DURANTE A GESTAÇÃO E LACTAÇÃO. A 
EXPOSIÇÃO PRÉ-NATAL AO LPS DEU-SE ATRAVÉS DE INJEÇÃO i.p. NAS MATRIZES 
NO 11º DE VIDA INTRA-UTERINA. OS VALORES SÃO EXPRESSOS COMO MÉDIA ± 
ERRO PADRÃO DA MÉDIA. ANOVA DE TRÊS VIAS SEGUIDA DO PÓS-TESTE DE 
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FIGURA 23 – AVALIAÇÃO DA MEMÓRIA NÃO-ESPACIAL REALIZADO NO TESTE DE 
RECONHECIMENTO DO NOVO OBJETO 7 DIAS APÓS A RE-EXPOSIÇÃO INTRANIGRAL 
AO LPS (A). OS ANIMAIS DO GRUPO ÓLEO DE PEIXE RECEBERAM SUPLEMENTAÇÃO 
DURANTE A GESTAÇÃO E LACTAÇÃO. A EXPOSIÇÃO PRÉ-NATAL AO LPS DEU-SE 
ATRAVÉS DE INJEÇÃO i.p. NAS MATRIZES NO 11º DE VIDA INTRA-UTERO. ÍNDICE DE 
DISCRIMINAÇÃO CALCULADO PELA FÓRMULA [(TEMPO NA POSIÇÃO NOVA – TEMPO 
NA POSIÇÃO FAMILIAR) / (TEMPO DE EXPLORAÇÃO TOTAL) X 100] (B). OS VALORES 
SÃO EXPRESSOS COMO MÉDIA ± ERRO PADRÃO DA MÉDIA. ANOVA DE TRÊS VIAS 
SEGUIDA DO PÓS-TESTE DE DUNCAN. *p<0,05. n=9-13/GRUPO. 
 
 
A avaliação do número de neurônios TH-ir na SNpc (FIGURA 24) 
demonstrou que o dano consequente à injeção pré-natal de LPS manteve-se 
presente aos 100 dias de vida [ANOVA F(1,28) = 21,15; p<0,0001]  com  redução de 
 -41% e -32% nos animais controle e óleo de peixe respectivamente. Ao mesmo 
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neuronal de -28% no grupo controle e -10% no grupo óleo de peixe, mantendo-se 
estatisticamente igual ao grupo controle (p>0,05). A ação da injeção pós-natal de 
LPS foi observada nos animais que já tinham sido expostos ao LPS durante período 
pré-natal [ANOVA F(1,28) = 7,41; p<0,01], o que gerou redução de -66% e -61% no 
número de células imunorreativas nos grupos controle e óleo de peixe 
respectivamente. Entretanto, a análise de ANOVA de três vias não mostrou 
interação entre a exposição pré e pós-natal [ANOVA F(1,28) = 0,06; p = 0,80] uma 
vez que a perda neuronal do grupo que recebeu LPS nos dois períodos manteve-se 
estatitiscamente igual ao que recebeu somente exposição pré-natal. Ao analisarmos 
a ação da suplementação com óleo de peixe sobre a morte neuronal, observamos 
ausência de efeito deste composto em todos os grupos testados [ANOVA F(1,28) = 
















FIGURA 24 – FIGURA REPRESENTATIVA (A) DOS 
HIDROXILASE (TH) IMUNORREATIVOS NA SUBSTÂNCIA NEGRA PARTE COMPACTA, 
AVALIADOS AOS 100 DIAS DE VIDA
± ERRO PADRÃO DA MÉDIA, E INDICAM O EFEITO DA APLICAÇÃO DE LPS DURANTE 
O PERÍODO EMBRIONÁRIO (LPS PRÉ
DE INJEÇÃO INTRANIGRAL (LPS
SUPLEMENTAÇÃO COM ÓLEO DE PEIXE OU NÃO. ANOVA DE TRÊS VIAS SEGUIDA 








































 (B). OS VALORES SÃO EXPRESSOS COMO MÉDIA 
-NATAL), E A RE-EXPOSIÇÃO AO LPS ATRAVÉS 
-PÓS-NATAL) NOS GRUPOS QUE RECEBERAM 
. *p<0,05; **p<0,01. n=5/GRUPO. 
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A concentração de DA nos animais que receberam suplementação com óleo 
de peixe mostrou-se significativamente inalterada na vida adulta, mesmo quando os 
ratos foram re-expostos à neurotoxina, confirmando efeito benéfico destes AGPIs 
[ANOVA F(1,31) = 18,48; p<0,001] (FIGURA 25A). Contrariamente, nos animais do 
grupo controle a exposição pré-natal precipitou a redução deste neurotransmissor na 
vida adulta [ANOVA F(1,31) = 15,48; p<0,001], demonstrando similar efeito à injeção 
intranigral de LPS somente no período pós-natal [ANOVA F(1,31) = 20,15; 
p<0,0001]. Além disso, o efeito combinado da exposição pré e pós-natal ao LPS 
potencializou a redução de DA (-60%), fato que foi prevenido pela suplementação 
com óleo de peixe (p<0,001). Os níveis de DOPAC e HVA não foram alterados pelos 
fatores suplementação [ANOVA F(1,31) = 1,29; p = 0,26] e [ANOVA F(1,31) = 0,62; 
p = 0,43], pela exposição ao LPS pré-natal [ANOVA F(1,31) = 1,55; p = 0,22] e 
[ANOVA F(1,31) = 0,87; p = 0,35], ou LPS pós-natal [ANOVA F(1,31) = 2,82; p = 
0,10] [ANOVA F(1,31) = 0,10; p = 0,74] respectivamente (FIGURA 25B e C). As 
taxas de renovação, quando avaliado DOPAC (FIGURA 25D) e HVA (FIGURA 25E), 
mostraram-se intensamente aumentadas no grupo controle que recebeu LPS pré e 
pós-natal, quando comparado a todos os demais grupos (p<0,05). Isto ressalta o 
efeito da suplementação com óleo de peixe [ANOVA F(1,31) = 6,28; p<0,05] que 

































FIGURA 25 – CONCENTRAÇÃO ESTRIATAL DO NEUROTRANSMISSOR DOPAMINA 
(DA) (A), SEUS METABÓLITOS DOPAC (B) E HVA (C), E RESPECTIVAS TAXAS DE 
RENOVAÇÃO (D E E) AVALIADOS 7 DIAS APÓS A RE-EXPOSIÇÃO INTRANIGRAL AO 
LPS. OS VALORES SÃO EXPRESSOS COMO MÉDIA ± ERRO PADRÃO DA MÉDIA. 
ANOVA DE TRÊS VIAS SEGUIDA DO PÓS-TESTE DE DUNCAN. n=4-5/grupo. *p<0,05; 
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As alterações densitométricas para células GFAP imunorreativas na SNpc 
estão representadas na Figura 26. A partir da análise desses dados verificamos 
significante aumento da marcação em consequência à exposição de LPS pós-natal 
[ANOVA F(1,31) = 48,01; p<0,0001]. Ainda, o mesmo padrão de aumento foi 
observado entre o grupo controle e óleo de peixe, confirmando a ausência do efeito 
da suplementação neste parâmetro [ANOVA F(1,31) = 0,84; p = 0,36]. Os resultados 
também demostram que, nesta fase, os animais que foram expostos ao LPS pré-
natal mostravam marcação astrocitária semelhante aos animais salina [ANOVA 




















FIGURA 26 – FIGURA ILUSTRATIVA (A) DA ANÁLISE DENSITOMÉTRICA DA 
MARCAÇÃO DE CÉLULAS GFAP IMUNORREATIVAS NA SUBSTÂNCIA NEGRA PARTE 
COMPACTA AVALIADA AOS 100 DIAS DE VIDA
COMO MÉDIA ± ERRO PADRÃO DA MÉDIA, E INDICAM O EFEITO DA APLICAÇ
LPS DURANTE O PERÍODO EMBRIONÁRIO (LPS PRÉ
LPS ATRAVÉS DE INJEÇÃO INTRANIGRAL (LPS
RECEBERAM SUPLEMENTAÇÃO COM ÓLEO DE PEIXE OU NÃO. ANOVA DE TRÊS 
VIAS SEGUIDA PELO PÓS
 
 
A ativação microglial foi avaliada utiliz
monoclonal para OX-42. 






































 (B). OS VALORES SÃO EXPRESSOS 
-NATAL) E A RE
-PÓS-NATAL) NOS GRUPOS QUE 
-TESTE DE DUNCAN. *p<0,05.  n=4-5/GRUPO
ando marcação 
A partir da intensidade da marcação, pudemos observar 
foi suficiente para alterar estes valores qu
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analisados na vida adulta
representados na Figura 27 também mostram que a suplementação 
esta ativação [ANOVA F(1,31) = 1,28; 














FIGURA 27 – FIGURA ILUSTRATIVA (A) DA ANÁLISE DENSITOMÉTRICA DA 
MARCAÇÃO DE CÉLULAS OX
COMPACTA AVALIADA AOS 100 DIAS DE VIDA







































 [ANOVA F(1,31) = 0,52; p = 0
p = 0,26] consequente à injeção de 
-natal [ANOVA F(1,31) = 10,53; p<0,01].
-42 IMUNORREATIVAS NA SUBSTÂNCIA NEGRA PARTE 
 (B). OS VALORES SÃO EXPRESSOS 
A MÉDIA, ANOVA DE TRÊS VIAS SEGUIDA PELO 
. *p<0,05 . n=4-5/GRUPO. 
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Em relação à expressão das proteínas Bcl-2, Bax e a razão entre ambas 
(FIGURA 28A e B), observamos que a exposição pré-natal ao LPS não causou 
modificações nestes valores na vida adulta [ANOVA F(1,23) = 0,27; p = 0,60],  
[ANOVA F(1,23) = 3,38; p = 0,08] e [ANOVA F(1,23) = 2,9; p = 0,10] 
respectivamente. Além disso, a análise dos dados indicou que 48 horas após a 
injeção intranigral de LPS, os níveis de expressão dessas proteínas permaneceram 
inalterados nos grupos que receberam a neurotoxina pós-natal [ANOVA F(1,23) = 
0,65; p = 0,43] para Bcl-2, [ANOVA F(1,23) = 0,21; p = 0,65] para Bax, e [ANOVA 
F(1,23) = 0,0008; p = 0,97] para a razão entre ambas. Os valores referentes aos 
animais que receberam suplementação com óleo de peixe também são 
demonstrados na Figura 28B, e evidenciam a ausência de efeito deste composto 



































FIGURA 28 – EXPRESSÃO DAS PROTEÍNAS BCL-2, BAX E RAZÃO ENTRE AMBAS NA 
SUBSTÂNCIA NEGRA NOS ANIMAIS AOS 100 DIAS (B). A EXPRESSÃO FOI 
NORMALIZADA PELA PROTEÍNA Β-ACTINA (A). OS VALORES SÃO EXPRESSOS COMO 
MÉDIA ± ERRO PADRÃO DA MÉDIA, E INDICAM O EFEITO DA APLICAÇÃO DE LPS 
DURANTE O PERÍODO EMBRIONÁRIO (LPS PRÉ-NATAL) E A RE-EXPOSIÇÃO AO LPS 
ATRAVÉS DE INJEÇÃO INTRANIGRAL (LPS PÓS-NATAL) NOS GRUPOS QUE 
RECEBERAM SUPLEMENTAÇÃO COM ÓLEO DE PEIXE OU NÃO. ANOVA DE TRÊS 
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Controle Óleo de Peixe
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Para determinar a concentração de AIF intranuclear nas células presentes 
na substância negra, realizamos a técnica de Western Blot, após protocolo de 
fracionamento celular. Os resultados apresentados na Figura 29 nos mostram que 
os animais do grupo salina, tanto controle como óleo de peixe, apresentavam uma 
quantidade basal de AIF intranuclear. Associado a isto, a análise por ANOVA 
Kruskall-Wallis evidenciou que a concentração desta proteína, 7 dias após a injeção 
intranigral de LPS, permanecia estatisticamente igual em todos os grupos estudados 























FIGURA 29 – EXPRESSÃO INTRANUCLEAR DA PROTEÍNA AIF NA SUBSTÂNCIA 
NEGRA NOS ANIMAIS AOS 100 DIAS (B). A EXPRESSÃO FOI NORMALIZADA PELA 
PROTEÍNA LAMINA-A (A). OS VALORES SÃO EXPRESSOS COMO MEDIANA E 
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O presente estudo investigou a capacidade da suplementação materna com 
AGPIs ω-3 gerar modificações funcionais no microambiente glial e neuronal da prole 
e sua capacidade em atenuar ou reverter a neurotoxicidade causada pela 
inflamação, e consequente dano aos neurônios dopaminérgicos em modelo animal 
de DP. 
A DP é uma patologia neurodegenerativa complexa que inclui sintomas 
cognitivos, motores e não-motores, com fatores etiológicos ainda estudados, e, 
atualmente, com tratamentos baseados em cuidados e medicamentos paliativos. 
Essas observações reforçam a necessidade do estudo de terapias de neuroproteção 
que produzam benefícios duradouros, e influenciem favoravelmente a etiologia da 
doença e/ou déficits subsequentes como a morte neuronal, e a expressiva redução 
de DA estriatal. 
Nas últimas duas décadas pesquisadores começaram a desvendar a ação 
dos AGPIs ω-3 na doença DP. Estudos arguem a ligação entre a patologia e a 
disfunção do metabolismo encefálico dos ácidos graxos (JULIEN et al., 2006), e 
embasam a hipótese de que a dieta rica em ω-3 é benéfica em pacientes 
parkinsonianos (de LAU et al., 2005; da SILVA et al., 2008). Os efeitos observados 
quando a sintomatologia da doença foi extrapolada aos modelos animais, em 
primatas não-humanos e roedores, também refletiram potencial efeito neuroprotetor 
desses ácidos graxos (SAMADI et al., 2006; BOUSQUET et al., 2008; BOUSQUET 
et al., 2009; DELATTRE et al., 2010). Estudo realizado em nosso laboratório 
mostrou que a suplementação com 3mg/kg/dia de óleo de peixe em ratos adultos 
submetidos à injeção estriatal de 6-OHDA, foi altamente eficaz em reduzir a morte 
dos neurônios dopaminérgicos, a ativação microglial e astrocitária, e os níveis da 
enzima oxido nítrico sintase induzível na SNpc (dados não publicados). A partir das 
evidências desse conjunto de estudos pré-clínicos comprovou-se que o consumo de 
AGPIs ω-3 durante o insulto neurotóxico com 6-OHDA, MPTP ou LPS, exerce ação 
neuroprotetora em diferentes aspectos de avaliação no sistema dopaminérgico 
(revisado por BOUSQUET et al., 2011; JI et al., 2012). 
No entanto, se avaliarmos o aspecto translacional dos resultados acima 
descritos, nos deparamos com algumas dificuldades. Sabe-se que os sintomas 
motores (e, consequentemente o diagnóstico) da DP começam a se tornar mais 
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evidentes quando a neurodegeneração dopaminérgica excede 50-60%, e a redução 
de DA estriatal aproximadamente 70% (DEBEIR et al., 2005). Antes disso, os sinais 
motores não são tão claros, e dessa forma, o início da DP ocorre progressivamente 
de maneira silenciosa. Como ao longo das últimas décadas mudanças qualitativas 
extremas na nutrição ocorreram, e hoje a dieta de uma sociedade industrializada é 
caracterizada por um aumento do consumo de gordura saturada e de AGPI ω-6, e 
deficitária em AGPIs ω-3, reduzida parcela da população é beneficiada com o efeito 
neuroprotetor do ômega-3 sobre a morte dos neurônios dopaminérgicos no decorrer 
da fase pré-diagnóstica da DP. Assim, nosso propósito quando optamos pela 
suplementação maternal foi restringir o período da ingesta de ômega-3 e analisar 
seu possível efeito preventivo na morte dos neurônios dopaminérgicos na fase 
adulta sem, necessariamente, sua presença na dieta posterior. 
Estudos em humanos e roedores demonstram que uma dieta perinatal 
deficiente em AGPIs ω-3 pode levar a uma variedade de anormalidades neuronais, e 
contribuir para o surgimento de patologias como: déficit de atenção e hiperatividade, 
depressão, esquizofrenia, autismo e ansiedade (revisado por JANSSEN e KILIAAN, 
2014). Por outro lado, o efeito da suplementação materna com AGPIs durante a 
gestação é bastante difundido como determinante no crescimento e 
desenvolvimento neural (HADDERS-ALGRA, 2011). Pesquisa realizada 
recentemente em nosso laboratório mostrou impacto positivo da suplementação com 
óleo de peixe, durante o período de desenvolvimento encefálico pré e pós-natal, em 
prevenir a ocorrência de comportamento depressivo e ansiogênico em modelo 
animal de depressão submetidos à bulbectomia olfatória na fase adulta (PUDELL et 
al., 2014). Contudo, ao nosso conhecimento, não existem evidências na literatura de 
trabalho prévio que investigou o efeito da suplementação materna com AGPIs em 









7.1 EFEITOS DA SUPLEMENTAÇÃO COM ÓLEO DE PEIXE DURANTE A 
GESTAÇÃO E LACTAÇÃO NA GERAÇÃO F1 AOS 21 DIAS, E DA APLICAÇÃO DE 
LPS NA FASE EMBRIONÁRIA 
 
A composição das membranas celulares está em constante processo de 
remodelamento, e as concentrações de AGPIs ω-3 e ω-6 acumulados nas células e 
tecidos refletem qualitativamente a maneira com que nos alimentamos (LES, 2012). 
Usando a técnica de cromatografia gasosa, foi demosntrado que o fornecimento 
indireto de óleo de peixe à prole modificou o conteúdo de DHA nas membranas da 
substância negra.  Devido a ampla função desempenhada pelo DHA no tecido 
neuronal, seu conteúdo é constantemente reposto diretamente pela dieta ou através 
de seus precursores. No SNC, o tecido endotelial e os astrócitos são hábeis em 
sintetizar DHA a partir dos seus precursores por mecanismo de conversão a partir de 
cadeias com 18 (α-linolênico), 20 (ácido eicosatetraenóico e EPA), 22 (ácido 
docosapentaenóico) e 24 carbonos (ácido tetracosahexaenóico) (MOORE, 2001; 
HORROCKS e FAROOQUI, 2004). Assim, com os resultados de incorporação 
lipídica no tecido encefálico realizado neste experimento, no qual se observou 
elevado índice de DHA e manutenção dos níveis de EPA, levantamos a hipótese de 
que o conteúdo adicional de EPA fornecido aos animais suplementados possa ter 
sido utilizado como precursor na cascata de conversão que culmina com a formação 
de DHA. Além disso, não pode-se descartar o fato de que o EPA sofre β-oxidação 
2,5 vezes mais rápida que o DHA (CHEN et al., 2011) e pode entrar em várias vias 
de sintetização, incluindo derivados como os eicosanóides, que geralmente são 
formados a partir de cadeia carbônica de 20 carbonos (CALDER, 2006). 
No presente trabalho além de estudar o efeito do óleo de peixe, fornecido 
durante a formação do SNC sobre a doença neurodegenerativa, o associamos à 
hipótese de que a causa da DP é resultante da interação sinérgica de múltiplos 
fatores. Nos últimos anos, alguns autores demonstraram que fatores específicos – 
como o processo inflamatório - que ocorreram ainda com o indivíduo na vida intra-
uterina ou no período perinatal, podem predispor o sistema nigroestriatal a um dano 
posterior (revisado por BARLOW et al., 2007). Isso se torna importante pois 
infecções por bactérias Gram negativas, incluindo Escherichia coli e Gardinerella 
vaginalis são comuns durante a gestação humana. Aproximadamente 90% dos 
casos de infecção do trato urinário são causadas por Escherichia coli, e afetam 25-
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35% das mulheres entre 20-40 anos, e 14% das gestantes (THORSEN et al., 1998; 
MITTAL e WING, 2005). Infecções bacterianas, particularmente as infecções 
assintomáticas durante a gestação podem levar a sérias complicações, incluindo 
nascimento pré-termo, baixo peso ao nascimento, retardo mental e morte fetal 
(MCDERMOTT et al., 2000).  Em nosso experimento, não encontramos redução do 
peso médio dos filhotes. Porém, significativa redução no número total de 
componentes da prole foi demonstrada em decorrência do processo inflamatório. 
Como a prole foi exposta sistemicamente ao LPS, atentamos-nos a 
investigar possíveis déficits de motricidade e de memória nesses jovens animais. 
Quando os ratos foram submetidos ao teste de campo aberto, observamos maior 
índice de permanência na região periférica do aparato nos quatro grupos 
experimentais. Isto denota, em nosso experimento, um comportamento aversivo 
inerente ao animal frente a um novo desafio, sem implicar prejuízos causados pela 
aplicação do LPS. Por outro lado, os animais que foram expostos ao LPS 
mostraram-se mais ativos desempenhando maior distância total percorrida, e maior 
velocidade média quando comparados aos seus respectivos que receberam injeção 
de salina. Trabalho realizado por Kirsten et al., (2010) mostrou que a prole, cujas 
mães haviam recebido 100µg/kg de LPS i.p. no dia 9,5 gestacional, teve reduzida 
interação social, mas inalterado comportamento deambulatório. Em protocolo 
semelhante, a aplicação de 66µg/kg i.p. de LPS no dia 10,5 de gestação causou 
resposta de ansiedade, elevado estresse na prole, e maior distância percorrida no 
campo aberto pelas filhotes fêmeas, mas não pelos machos (LIN et al., 2012). Esses 
trabalhos ilustram a diversidade de protocolos e resultados encontrados na literatura 
em relação ao comportamento motor após a aplicação de LPS durante a gestação 
(LING et al., 2009; PENTEADO et al., 2014; STIGGER et al., 2013). Sabe-se que 
tanto a exposição pré-natal ao LPS como a aplicação sistêmica desta toxina em 
ratos adultos induz a uma série de alterações fisiológicas, e podem ser amplamente 
utilizados como modelo de depressão (WATANABE et al., 2004; LIN e WANG, 
2014). Assim, em nosso experimento, baseados nos achados de maior distância 
total percorrida e maior velocidade média desempenhada pela prole que foi exposta 
ao LPS, sugerimos que o viés tipo-depressivo esteja presente, uma vez que a 
hiperatividade é parte integrante da sintomatologia apresentada em modelos animais 
de depressão como a bulbectomia olfatória (revisado por HARKIN et al., 2003; 
PUDELL et al., 2014). 
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Nos últimos anos os testes de reconhecimento (NORT – do inglês novel- 
object recognition test) e de localização de objetos (OLT – do inglês object 
localization test) tornaram-se paradigmas bastante utilizados. Estes são usados para 
medir a preferência espontânea dos animais, sem necessidade de privação de 
comida ou água, e sem a exigência de estendido treinamento. Em nossos resultados 
mostramos que a exposição sistêmica ao LPS pré-natal gerou déficit de memória 
espacial e não-espacial. Na memória espacial, a prefêrencia, e consequentemente 
maior tempo de exploração no objeto cuja posição era nova foi demonstrado nos 
animais que não receberam LPS (+49% e +53%), reproduzindo a confiabilidade do 
teste na avaliação da memória (MUMBY et al., 2002; ENNACEUR et al., 2005). 
Estudo realizado por Popovic et al., (2006) avaliou a prole de ratas expostas ao 
etanol durante a gestação e lactação, e mostrou que foram intensamente afetados 
quanto ao desempenho no teste de memória espacial com objetos. Os autores 
discutem que este déficit está relacionado ao dano da região CA1 hipocampal 
durante a formação do SNC. Na realidade, o hipocampo tem um papel central na 
aprendizagem e memória, e é particularmente vulnerável a insultos durante a 
formação do SNC (revisado por LEVY et al., 2009). Crescente número de evidências 
mostram a associação entre fatores inflamatórios na gestação, e a sua influência 
nos processos de aprendizagem e memória. A injeção pré-natal de 0,79mg/kg de 
LPS nas ratas nos dias 8, 10 e 12 de gestação mostrou precipitar déficits cognitivos 
hipocampo-dependentes na geração F1 (HAO et al., 2010). Para os autores estes 
achados embasam a hipótese de que a inflamação materna sistêmica pode alterar o 
estado dos astrócitos da prole por longo tempo, e com isso afetar neurônios e o 
desenvolvimento das sinapses, resultando em diminuição da memória e do 
aprendizado (Hao et al., 2010). Nossos resultados confirmam esta labilidade 
hipocampal frente ao insulto com LPS e a neuroproteção causada pela 
suplementação com óleo de peixe. Ao que parece, a presença de DHA hipocampal 
durante a formação do indivíduo tem importante papel na prevenção de dano 
causado pela inflamação. Recentemente, alguns trabalhos mostraram o efeito 
benéfico da suplementação com óleo de peixe durante a gestação e lactação sobre 
a memória e formação hipocampal (FENG et al., 2012; VINES et al., 2012; SABLE et 
al., 2013; PUDELL et al., 2014). Todavia, nenhum aborda a lesão inflamatória 
causada pela exposição ao LPS neste período.  Tuzun et al., (2013) mostrou que a 
suplementação materna com ômega-3 atenuou a apoptose após hiperóxia induzida, 
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e aumentou a contagem de neurônios na região de CA1 e giro denteado do 
hipocampo, e córtex parietal dos filhotes logo ao nascimento. Trabalhos recentes 
também mostraram que a suplementação durante a gestação e lactação manteve 
níveis de serotonina e de BDNF hipocampais aumentados em animais jovens e 
adultos (VINES et al., 2012), e foi eficaz em melhorar a memória hipocampo-
dependente em modelo de depressão (PUDELL et al., 2014). Assim, da mesma 
forma que o hipocampo é sensível ao insulto durante a formação do SNC, mostra-se 
bastante moldável à ação protetora do ômega-3, uma vez que este pode aumentar 
fatores que promovem o potencial de longa duração (LTP) e fortalecer a plasticidade 
sináptica para o aprendizado espacial e formação de memória; além de promover 
efeitos celulares como sinaptogênese, aumento das densidades dendríticas e 
neurogênese, e ainda influenciar processos como o de apoptose, inflamação e 
estresse oxidativo (McNAMARA e CARLSON, 2006; SU, 2010). 
Semelhante neuroproteção causada pelo óleo de peixe foi observada em 
nosso experimento na memória não-espacial. O teste de cognição espontânea, 
utilizando o NORT pode ser correlacionado à memória episódica em humanos 
(KART-TEKE et al., 2006; MORRIS, 2001; WINTERS et al., 2008), que está 
comprometida nos pacientes com DP, principalmente nas fases tardias da doença 
(WHITTINGTON et al., 2000; BARAN et al., 2009). Pesquisas com animais 
demosntram a influência do sistema nigroestriatal no desempenho nesse teste de 
memória. A injeção sistêmica de antagonista do receptor dopaminérgico D1 causou 
considerável piora no comportamento de escolha do objeto (BESHEER et al., 1999; 
de LIMA et al., 2011). Além disso, estudo publicado recentemente demonstrou que a 
interação entre as projeções nigroestriatais e o córtex pré-frontal medial é essencial 
para o desempenho no NORT, mas não no OLT em ratos submetidos à injeção de 
6-OHDA (CHAO et al., 2013). Alguns estudos investigaram a influência da 
inflamação pré-natal sobre possíveis déficits no NORT na prole. A injeção de 4mg/kg 
intravenosa de ácido polinosínico-policitidílico (Polyl:C) – que mimetiza os efeitos de 
infecção viral no animal – durante o dia 15 gestacional, mostrou ineficácia em 
modificar o comportamento no NORT no período púbere dos animais (HOWLE et al., 
2012). Entretanto, dois estudos com ratos expostos ao LPS pré-natal relataram 
resultados distintos. Golan et al. (2005) surpreendentemente mostraram que quando 
testados, os ratos tiveram maior preferência de exploração pelo novo objeto, e 
discutem que o dano materno no 17º dia gestacional não modifica este tipo de 
98 
 
memória. Enquanto Coyle et al., (2009) encontraram déficit de memória após 
exposição de LPS no dia 9 gestacional. Estes autores arguem que quanto mais 
inicial a exposição ao LPS, mais influenciável é o processo de maturação neuronal e 
sinaptogênese para que ocorram danos futuros (Coyle et al., 2009). Em nosso 
experimento, mostramos que a injeção de LPS no 11º dia de gestação causou 
significativo déficit na distinção entre os dois objetos nos animais de 21 dias. Por 
outro lado, a presença do óleo de peixe nesta fase de formação neuronal preveniu 
este comportamento. Poucos estudos foram designados a investigar compostos 
neuroprotetores, fornecidos durante a gestação, que desencadeassem prevenção 
dos déficits no NORT gerados pelo LPS pré-natal. Dentre eles, Coyle et al., (2009) 
mostraram que a dieta rica em zinco durante a gestação, mesmo sem alterar a 
expressão gênica, proveu estratégia nutricional protetora que limitou o dano 
comportamental gerado durante o neurodesenvolvimento. No presente trabalho, não 
conseguimos indicar com precisão o mecanismo pelo qual o óleo de peixe exerceu o 
efeito neuroprotetor. Entretanto, ao que parece, este composto influenciou a função 
neuronal modificando a resposta comportamental, sem, todavia, alterar o número de 
neurônios dopaminérgicos na SNpc. 
Nos últimos anos, o impacto da inflamação pré-natal sobre os neurônios 
dopaminérgicos tem sido descrito na literatura. Baseados nos achados de que 
citocinas pró-inflamatórias estão aumentadas no encéfalo de pacientes com DP, 
alguns autores hipotetizaram que a administração de LPS, em ratas grávidas, 
pudesse ser potencialmente relevante para a degeneração dopaminérgica resultante 
de condições de infecção bacteriana durante a gestação em humanos. Em estudo 
realizado por Ling et al., (2002) uma única administração i.p. de 1mg/kg de LPS, em 
ratas no dia 10,5 da gestação, foi suficiente para reduzir o número de neurônios 
dopaminérgicos na SNpc e na área tegmentar ventral (VTA), além de diminuir 
significantemente a concentração de DA estriatal nos filhotes. Trabalhos posteriores 
do mesmo grupo mostraram que, associado à redução de neurônios TH-ir, a 
aplicação de LPS pré-natal ocasionou considerável aumento dos níveis de TNF-α 
estriatal (LING et al., 2004b), gerou distúrbio da homeostase da glutationa (ZHU et 
al., 2007), além de observadas inclusões citoplamáticas tipo-corpos de Lewy 
imunorreativas à α-sinucleína na SNpc e no córtex (LING et al., 2009). Na tentativa 
de delinear efetivamente o processo de morte neuronal após o insulto inflamatório 
(SNYDER-KELLER e STARK, 2008) estudaram in vivo células da SNpc e do 
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estriado retiradas de animais que receberam LPS no dia 10, 14 e 18 de gestação. 
Os autores discutem que, principalmente nas duas datas iniciais o LPS além de 
reduzir drasticamente a densidade dos neurônios dopaminérgicos, seus núcleos 
estavam claramente fragmentados, e com processo de retração.  Adicionalmente, os 
achados indicam que a exposição inflamatória não apenas afeta os neurônios 
dopaminérgicos diretamente, mas também pode modificar fatores críticos no 
desenvolvimento do estriado, como fatores neurotróficos providos pelo 
microambiente (SNYDER-KELLER e STARK, 2008). 
Em nosso experimento, o efeito deletério do LPS foi observado tanto no 
número de neurônios dopaminérgos presentes na SNpc, quanto na redução da 
concentração de DA estriatal (Figuras 18 e 19). Entretanto, surpreendentemente, 
mesmo com a incorporação de DHA nas membranas neuronais, não observamos 
resultado de neuroproteção do óleo de peixe nesses parâmetros. Para Wang et al., 
(2009) os mecanismos pelos quais a injeção de LPS pré-natal interfere na 
ontogênese dos neurônios dopaminérgicos ainda não são claros. Pesquisas que 
tiveram como príncipio a aplicação de LPS durante o período embrionário, 
mostraram reduzida neurogênese e baixa concentração de BDNF hipocampal (LIN e 
WANG, 2014), decréscimo na arborização dendrítica no córtex pré-frontal medial e 
no hipocampo (BAHARNOORI et al., 2009), e significativo aumento de IL-1β e do 
número de corpos apoptóticos na substância branca periventricular (KUMRAL et al., 
2007). Por outro lado, vasta literatura mostra que o fornecimento de ômega-3 
durante a gestação pode atuar, separadamente, nesses quesitos. Dieta rica em 
DHA, ou DHA e EPA fornecida às ratas matrizes restautou os níveis de glutationa 
(PATTEN et al., 2013a), e reverteu os déficits na plasticidade sináptica hipocampal 
(PATTEN et al., 2013b) causados pela exposição pré-natal ao etanol; além de 
reduzir a apoptose pós-hiperoxia induzida (TUZUN et al., 2012). Em adição, a 
suplementação nesta janela temporal foi capaz de aumentar os níveis de BDNF e de 
serotonina no encéfalo de ratos jovens e adultos (VINES et al., 2012; PUDELL et al., 
2014). Baseados nos dados expostos, e à inegável ação anti-inflamatória do ômega-
3 (revisado por CALDER, 2006; CALDER, 2012a), inclusive em doenças 
neurodegenerativas (CALON e COLE, 2007; BOUSQUET et al., 2011;), 
acreditávamos que, em nosso trabalho, pudéssemos observar ação neuroprotetora 
na morte neuronal. Recentemente, trabalho publicado por Rose et al., (2014) utilizou 
protocolo semelhante ao utilizado em nosso experimento, forneceu às ratas 
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progenitoras dieta rica em resveratrol durante a gestação, e analisou a prole aos 21 
dias de vida. O resveratrol – um composto comumente encontrado em frutas e 
bagas – inibiu a redução da expressão de TH estriatal e o decréscimo nas 
concentrações de DA, DOPAC e HVA nesta estrutura. Por outro lado, a expressão 
de DAT no tecido estriatal não foi alterada pela injeção de LPS ou pela alimentação 
com resveratrol (ROSE et al., 2014). A compatibilidade do tema estudado por Rose 
et al., (2014) com o do nosso experimento confirma a atualidade do nosso objeto de 
pesquisa, e a importância da descoberta de agentes preventivos da morte neuronal 
dopaminérgica após insulto pré-natal. Todavia, nossos resultados, ao analisarmos 
os animais aos 21 dias, mostram que o fornecimento suplementar de ômega-3 não 
alterou a capacidade de manutenção do número de neurônios dopaminérgicos, e 
não preveniu a redução de DA estriatal pós-insulto inflamatório pré-natal, 
considerado, na literatura, como intenso (SNYDER-KELLER e STARK, 2008). 
Apesar dos mecanismos envolvidos na morte celular dopaminérgica gerado 
por insulto de LPS no período embrionário serem pouco esclarecidos, estudo in vitro 
realizado por Snyder-Keller e Stark., (2008) confirmou que havia fragmentação e 
retração nuclear nessas células. Assim, um dos nossos objetivos foi avaliar a 
concentração de proteínas pró- e anti-apoptóticas e seu possível envolvimento na 
morte celular, além de investigar se a suplementação com óleo de peixe poderia 
alterar estas concentrações na SNpc. Oskvig et al., (2012) constataram alteração em 
3.285 genes em diferentes categorias funcionais na prole, 4 horas após a aplicação 
de 0,25mg/kg de LPS i.p. nas ratas prenhas. Dentre as alterações, mostraram 
aumento da expressão de RNA mensageiro para estresse celular, e genes 
envolvidos na morte celular como o gene Bcl-2/adenovirus E1, cuja função envolve 
supressão da expressão de proteínas Bcl-2 (OSKVIG et al., 2012). Em nosso 
experimento, constatamos que, aos 21 dias de vida, a concentração de Bcl-2 e Bax, 
nos animais que receberam LPS encontravam-se significativamente iguais aos 
animais que não o receberam. Todavia, não podemos descartar, com estes 
resultados, que possa ter ocorrido um aumento dessas proteínas, ainda no período 
intra-utero, e que isso de alguma maneira tenha contribuído para a morte celular por 
apoptose dos neurônios dopaminérgicos. Trabalho publicado por Rousset et al., 
(2006) confirmaram a presença de sinal TUNEL positivo em células da região 
periventricular, relacionando-o à morte celular programada por apoptose em 
decorrência da exposição a 300µg de LPS i.p. nos dias 19 e 20 gestacional. Em 
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contrapartida, durante o desenvolvimento neuronal existem mecanismos 
extremamente atuantes para o controle restrito dos níveis de Bcl-2 e Bax, de acordo 
com cada região encefálica.  Segundo Mooney e Miller (2000) no encéfalo normal de 
ratos, a concentração mesencefálica de Bcl-2 mostrou crescente aumento do 16º dia 
gestacional ao 6º dia pós-natal, mantendo-se constante até o 30º dia pós-natal. Os 
níveis de Bax aumentaram do 16º dia de gestação ao 12º dia pós-natal, e também 
permaneceram constantes após este período. Assim, em nosso estudo, não 
podemos descartar a possibilidade de a injeção com LPS ter aumentado os níveis 
dessas proteínas durante horas ou poucos dias após o procedimento, e atuado de 
forma ativa na redução dos neurônios dopaminérgicos, mas que os mecanismos 
intrínsecos à manutenção da homeostase encefálica mantiveram-os, aos 21 dias de 
vida, em níveis fisiológicos. Por outro lado, ao adotarmos esta hipótese, apontamos 
a ausência de efeito anti-apoptótico da suplementação indireta aos filhotes.  A 
literatura nos mostra que o DHA e seu derivado neuroprotectina-1 são responsáveis 
pela super-expressão das proteínas Bcl-2 e Bcl-XL, e redução nas concentrações 
das proteínas Bax, Bid e Bad (revisado por BOUSQUET et al., 2011), proteínas 
sabidamente envolvidas no processo apoptótico na DP (ALVES DA COSTA e 
CHECLER, 2011). Recentemente, estudo realizado por Afshordel et al., (2014) 
mostrou que o fornecimento de óleo de peixe em ratos idosos teve como 
consequência profundo efeito na composição da membrana mitocondrial, melhora 
da função do complexo respiratório I e IV, e aumento considerável nos níveis de Bcl-
2 no homogenato encefálico. Diante da ausência de efeitos do óleo de peixe nas 
concentrações de Bcl-2 e Bax nos animais de 21 dias em nosso experimento, e pela 
reduzida literatura que investigou este tipo de protocolo, podemos levantar as 
seguintes hipótese: (i) que a suplementação indireta, fornecida às ratas progenitoras 
não é suficiente para modificar os níveis dessas proteínas no encéfalo da prole; (ii) 
que a morte neuronal dopaminérgica gerada pela aplicação i.p. de LPS não envolva, 
necessariamente, os mecanisnos Bax/Bcl-2; e (iii) que o insulto com LPS, e 
consequentemente a morte neuronal, foram muito intensos, e assim, inacessíveis 
para um efeito neuroprotetor do óleo de peixe. 
É bastante descrito na literatura que o efeito da exposição materna ao LPS 
no desenvolvimento encefálico fetal não é diretamente ligado ao LPS, mas 
indiretamente pela indução de citocinas pró-inflamatórias na circulação materna, na 
placenta e no encéfalo fetal (BOKSA, 2010). Neste contexto, a microglia e os 
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astrócitos entram como suporte ao dano neuronal. Semelhante aos achados de Bell 
e Hallenbeck (2002), não encontramos marcação para microglia ativada (OX-42) ao 
avaliarmos os encéfalos aos 21 dias (dados não mostrados). Para Cai et al., (2000) 
a administração periférica de LPS induz a ativação microglial no encéfalo que 
perdura durante 7 dias, retornando ao estado de repouso após este período. 
Alguns estudos mostraram que o aumento astrocitário está presente em 
regiões no encéfalo (principalmente no hipocampo) de ratos adultos que sofreram 
exposição ao LPS no período intra-uterino (BOKSA, 2010; HAO et al., 2010). 
Todavia, poucos estudos direcionaram suas análises ao encéfalo de animais 
neonatos ou na fase jovem que passaram por este insulto. Em nosso experimento, 
ratos com 21 dias de vida foram analisados, e mostramos que frente à aplicação de 
LPS, a SNpc tinha reduzida marcação astrocitária – GFAP positiva. Recentemente, 
trabalho realizado por Arsenault et al., (2014) também mostrou, através da técnica 
de Werstern Blot, reduzida marcação para GFAP e para neurônios em homogenato 
encefálico de ratos com 10 dias de vida que haviam sofrido aplicações de 120µg/kg 
de LPS i.p. nos dias 15-17 de gestação. Para Jarlestedt et al., (2013) a neurogênese 
é particularmente susceptível ao processo inflamatório. Na formação do encéfalo, os 
astrócitos desempenham importante atividade influenciando a neurogênese, a 
proliferação, e a diferenciação de células tronco neuronal (JARLESTEDT et al., 
2013). Além disso, como a maior parte da proliferação e a diferenciação dos 
astrócitos acontece nas fases mais tardias da gestação, e início da vida pós-natal 
(CAI et al., 2000), a atividade astrocitária pode modular tanto a formação das 
sinapses (CHUNG e BARRES, 2011), como a própria atividade sináptica 
(SOFRONIEW e VINTERS, 2010). Pesquisas demonstram que os astrócitos 
interagem ativamente durante a sinapse, e são essenciais para a circuitaria neural, 
além de influenciar fortemente a remodelação sináptica no encéfalo normal ou em 
resposta à lesão neuronal (SOFRONIEW e VINTERS, 2010). Desta forma, com 
nossos resultados, mostramos que a aplicação de LPS reduziu a formação 
astrocitária encefálica, e este fato pode ter influenciado diretamente os neurônios 
dopaminérgicos. Ainda, a partir dos resultados que mostraram significativo déficit de 
memória, encontrado nos nossos testes comportamentais, pressupomos que a 
formação sináptica, e a circuitaria dopaminérgica podem ter sido intensamente 
influenciadas em decorrência da redução astrocitária e da sua função. Além disso, 
não podemos descartar que uma das possíveis explicações do melhor desempenho 
103 
 
cognitivo nos testes comportamentais, encontrado nos animais que receberam óleo 
de peixe, esteja correlacionado à neuroproteção da função sináptica e/ou da 
circuitaria neuronal em decorrência do melhor suporte astrocitário nesta fase. 
 
 
7.2 EFEITOS DA SUPLEMENTAÇÃO COM ÓLEO DE PEIXE DURANTE A 
GESTAÇÃO E LACTAÇÃO NA GERAÇÃO F1, E DA RE-EXPOSIÇÃO AO LPS 
INTRANIGRAL DURANTE A VIDA ADULTA (100 DIAS DE VIDA) 
 
Emergente linha de estudos postula que a suscetibilidade ao aparecimento 
de neupatologias na fase adulta é estabelecida durante o desenvolvimento na vida 
intra-uterina ou no período perinatal. Isto porque uma das mais significantes 
alterações no tecido neural é a toxicidade silenciosa, descrita como estado de lesões 
morfológicas e bioquímicas persistentes que ficam clinicamente mascaradas, através 
de mecanismos compensatórios, até um limite máximo, mas que aumentam 
consideravelmente a vulnerabilidade de morte celular frente a insultos posteriores 
(GIORDANO e COSTA, 2012). Estes danos posteriores, segundo Costa et al., 
(2004), podem ter característica física ou exposição toxicológica; fisiopatológica tal 
como doenças, estresse ou desnutrição; ou mesmo eventos endógenos normais, 
como o envelhecimento. Neste contexto, em nosso experimento, as ratas matrizes 
foram expostas primariamente à injeção sistêmica de 1mg/kg de LPS i.p. durante o 
11º dia de gestação e posteriormente, na fase adulta a geração F1 foi re-exposta ao 
LPS intranigral. 
Estudo realizado por Ling et al., (2004b) questionou se o dano gerado ao 
sistema dopaminérgico, consequente à exposição pré-natal ao LPS, poderia deixá-lo 
mais vulnerável aos efeitos tóxicos da neurotoxina 6-OHDA, em uma futura 
exposição. Estes autores verificaram que, aos 120 dias de vida, o animal exposto 
pré-natalmente ao LPS ainda apresentava uma redução significativa das células TH-
ir, e aumentado índice de TNF-α. Além disso, essas alterações contribuíram 
significativamente para uma perda adicional de neurônios dopaminérgicos após a 
injeção de 6-OHDA, sugerindo que indivíduos expostos ao LPS, durante a vida fetal, 
teriam aumento risco de aparecimento da DP. 
Embasados nas indubitávies evidências do envolvimento inflamatório na DP, 
optamos, neste experimento, em expor os animais a um segundo insulto 
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inflamatório. Este insulto na SNpc teve intuito de mimetizar, em última instância, as 
consequências tardias geradas por um processo de inflamação sistêmica (FERRARI 
e TARELLI, 2011). Assim, com a aplicação deste protocolo, conseguiríamos verificar 
se o dano neuronal encontrado aos 21 dias seria potencializado pela aplicação de 
LPS na vida adulta, e importantemente, se a suplementação com óleo de peixe 
durante a formação do SNC apresentaria, em longo prazo, efeito neuroprotetor. 
 Para avaliarmos o comportamento motor e cognitivo, os ratos foram 
submetidos aos testes de campo aberto e ao teste de reconhecimento do novo 
objeto. No teste de campo aberto, os resultados demonstraram que a aplicação 
bilateral de 2µg de LPS na SNpc não modificou o desempenho motor dos animais. A 
manutenção deste parâmetro foi similar ao descrito em estudos anteriores (de 
MEIRA SANTOS LIMA et al., 2006; DELATTRE et al., 2013) e indicam que a 
aplicação intranigral de LPS abstém-se de prover marcado déficit motor, quando 
comparado às demais toxinas classicamente usadas em modelos animais de DP 
(ARIZA et al., 2010). Os dados também confirmaram que os animais previamente 
expostos ao LPS intra-utero, não mostraram, na vida adulta, alterações na 
deambulação. 
Por outro lado, podemos apontar que a ação do LPS está diretamente 
relacionada ao comprometimento cognitivo. O déficit de memória não-espacial 
(NORT), encontrado nos animais de 21 dias, persistiu ao longo do tempo, e 
manteve-se presente aos 100 dias de vida (FIGURA 23). A imensa maioria dos 
trabalhos publicados que correlacionam a exposição pré-natal ao déficit de memória 
em longo prazo, o fazem direcionando à memória hipocampo-dependente. Exceções 
se deram nos trabalhos de Graciarena et al., (2010) e Chen et al., (2011) que 
utilizaram o teste de NORT.  Graciarena et al., (2010) confirmaram a falha no 
aprendizado nos animais na vida adulta em decorrência da inflamação pré-natal, e 
discutem que este dado está amplamente correlacionado à redução de neurogênese 
encefálica. Já Chen et al., (2011) especificam que a lesão pré-natal pode acelerar os 
prejuízos na memória espacial e não-espacial, decorrentes do envelhecimento 
normal em camundongos. Nossos resultados corroboram estes déficits, e suportam 
a idéia de que o insulto pró-inflamatório intra-utero tem efeito deletério sobre o 
sistema nigroestriatal, que são refletidos na fase adulta. Desde o final da década de 
1990, a aplicação intranigral de LPS é classicamente aceita como modelo de DP 
(LIU E BING, 2011); no entanto, poucos autores o utilizam para avaliação cognitiva. 
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Com nossos resultados, comprovamos que a aplicação de LPS na SNpc em ratos 
adultos acarretou significativo défict de memória não-espacial, e o sugerimos como 
uma ferramenta para o estudo da cognição em modelo neurodegenetivo. 
Ao nosso conhecimento, este é primeiro trabalho que realiza comparação 
comportamental-cognitiva entre os animais que foram expostos ao LPS pré e pós-
natal. Surpreendentemente, mostramos que o dano gerado pelo insulo pré-natal foi 
tão significativo quanto a aplicação de neurotoxina diretamente efetuada na SNpc. 
Este dado confirma o relevante papel do período de desenvolvimento embrionário e 
fetal no processo de saúde/doença na vida adulta. Além disso, um dos fatores mais 
importantes dos nossos resultados foi demonstrar que a função cognitiva foi 
preservada, em ambos os insultos, pela suplementação com óleo de peixe. Com o 
presente trabalho não conseguimos explicitar os mecanismos envolvidos nesta 
proteção funcional em longo prazo, entretanto a literatura nos mostra que os AGPIs 
são conhecidos mediadores da expressão gênica no SNC (KITAJKA et al., 2004). 
Para Luchtman e Song (2013), através dos efeitos na expressão gênica, os AGPIs 
ω-3 podem atuar ativamente na neurogênese e sinaptogênese, plasticidade 
sináptica, na memória e no aprendizado. Elegante trabalho realizado por Kitajka et 
al., (2002) mostrou que ratos que receberam dieta rica em DHA e EPA, do momento 
da concepção à vida adulta, tiveram significativa alteração em 102 cDNAs, 
representando 3,4% do total de 3.200 DNAs investigados. Os autores mostraram 
que 55 genes estavam super-expressos e 47 com reduzida expressão, comparados 
aos controles alimentares. Dentre as alterações, encontravam-se genes envolvidos 
com a plasticidade sináptica, citoesqueleto, proteínas regulatórias, transdução de 
sinais, formação de canais iônicos, metabolismo energético, e os que regulam a 
neuroproliferação e diferenciação (KITAJKA et al., 2002). Além disso, estudo em 
humanos avaliou 7.421 crianças e verificou que mães que consumiram peixe 4 
vezes na semana durante a gestação, tinham filhos com melhor desempenho em 
tarefas de linguagem e comunicação aos 18 meses de idade (DANIELS et al., 2004).  
Outro grupo de pesquisadores avaliou a relação entre nutrição com ômega-3 e o 
desenvolvimento cognitivo mais tardio em humanos (HELLAND et al., 2003). Aos 4 
anos de idade, crianças cujas mães haviam sido suplementadas diariamente com 
óleo contendo 1180mg de DHA e 800 mg de EPA, a partir da 18º semana de 
gestação até o 3º mês após o nascimento, tiveram melhor desempenho no teste de 
QI comparado às crianças controles (HELLAND et al., 2003).  A partir da literatura 
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acima exposta, e dos nossos resultados no teste de memória, podemos inferir que o 
fornecimento de AGPIs ω-3 durante a formação do SNC deixa profundas alterações 
funcionais neste sistema, e que podem prevenir insultos posteriores, durante a vida 
adulta, mantendo o bom desempenho cognitivo da prole. 
Além do fator cognitivo, podemos estender o efeito neuroprotetor do DHA e 
do EPA especificamente sobre a função dos neurônios dopaminérgicos, uma vez 
que observamos seus efeitos na prevenção da redução de DA estriatal nos animais 
experimentais que receberam LPS intranigral no período pós-natal. Ainda, 
surpreendentemente, os animais que receberam LPS intra-utero e foram 
suplementados, mostraram, na vida adulta, reversão da baixa concentração de DA, 
mantendo-a em nível semelhante aos animais controles (FIGURA 25A). Em 
contrapartida, nossos resultados mostram que esta prevenção/reversão na 
concentração do neurotransmissor gerada pelo óleo de peixe não foi acompanhada 
por modificações no número de neurônios dopaminérgicos na SNpc. Na realidade, 
ao que parece, os AGPIs ω-3 tem efeito generalizado sobre a função sináptica e a 
sua integridade neuroquímica. Os mecanismos exatos envolvidos neste processo 
ainda não são totalmente conhecidos, mas provavelmente envolvam uma complexa 
interação de efeitos sinérgicos sobre a estrutura da membrana neuronal e sua 
função, e sobre a expressão gênica (revisado por LUCHTMAN e SONG, 2013). 
Chalon et al., (2006) mostraram que a ocorrência de profunda deficiência de AGPIs 
ω-3 durante a formação do SNC pode resultar em dano irreversível na função 
encefálica do núcleo accumbens, córtex pré-frontal e no hipocampo, envolvendo os 
sistemas de neurotransmissão serotoninérgica e o dopaminérgica (CHALON, 2006). 
Lesa et al., (2003) estudaram o desenvolvimento neuronal em animal geneticamente 
modificado, com depleção do gene fat-3 e, consequentemente, ausência total de 
AGPIs. Os autores evidenciaram que os maiores déficits encontrados eram 
funcionais, do que propriamente a falha no neurodesenvolvimento. Estes animais 
mutantes tiveram reduzida liberação dos neurotransmissores estudados 
(colinérgicos e serotoninérgicos); e, segundo os autores, claramente esta redução 
não ocorreu pela falha em liberar o neurotransmissor na fenda sináptica, mas sim 
pela redução no número das vesículas preparadas para a exocitose (LESA et al., 
2003). Assim, diante dos nossos resultados, podemos inferir que o efeito 
neuroprotetor do óleo de peixe está diretamente ligado à função neuronal, e que 
pode em situações adversas, mesmo em logo prazo, manter os níveis fisiológicos de 
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DA estriatal para que funções cognitivas, comportamentais e até possivelmente 
motoras possam permanecer inalteradas. 
Mostramos que, na vida adulta, a redução no número de neurônios 
dopaminérgicos decorrentes da exposição pré-natal foi tão importante quando a 
aplicação de neurotoxina intranigral. Entretanto, não mostramos efeito cumulativo 
entre as aplicações pré e pós-natal (FIGURA 18). Estudos prévios mostraram que 
ratos re-expostos a 6-OHDA aos 120 dias (LING et al., 2004b), ou rotenona aos 16 
meses de vida (LING et al., 2004a) tiveram efeito sinérgico, e aumentado índice de 
morte neuronal dopaminérgica nos animais que tinham histórico de insulto 
inflamatório no período intra-utero. Semelhantemente, pesquisa investigativa 
realizada por Ling et al., (2006) mostrou que a liberação de LPS em doses 
constantes (0,02µg/h) durante 14 dias na SNpc de ratos com 7 meses de idade, 
provocou progressiva ativação microglial e morte neuronal dopaminérgica, que 
foram amplamente potencializadas pela exposição pré-natal ao LPS. Porém, estes 
estudos acima citados, diferem-se do nosso protocolo no quesito tempo de re-
exposição à neurotoxina. Em nosso experimento, indicamos que a aplicação de 
única dose de 2µg de LPS intranigral em ratos com 91 dias de vida não foi 
potencializada pelo insulto pró-inflamatório durante a fase embrionária. Porém, a 
partir da literatura, e dos nossos resultados, podemos apontar importantes aspectos 
elucidativos na geração da DP, embasados no paradigma dos múltiplos insultos 
inflamatórios: (i) que a morte neuronal dopaminérgica decorrente do processo 
inflamatório pré-natal é de grande importância, e persiste durante toda fase adulta 
do indivíduo; (ii) que somente o insulto pré-natal, acrescido da morte neuronal 
decorrente do envelhecimento natural não é suficiente para gerar os sintomas da DP 
(LING et al., 2009); e (iii) que o insulto pré-natal é decisivo para potencializar o 
aparecimento da DP, todavia, o(s) insulto(os) posteriores (e.g. inflamações 
sistêmicas) deve(m)  acontecer em idades mais avançadas do indivíduo, uma vez 
que, aparentemente, é tempo-dependente. Complementarmente, com este protocolo 
aplicado aos 100 dias de vida, não evidenciamos ação do óleo de peixe sobre a 
morte neuronal dopaminérgica. Entretanto não podemos descartar que em fases 
mais tardias, nas quais existe este efeito potencializador entre as lesões, os ácidos 
graxos possam atuar de forma neuroprotetora. 
Trabalhos realizados nos últimos anos confirmam que a inflamação 
sistêmica e a ativação microglial podem acelerar os eventos patológicos 
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relacionados à sintomatologia da DP.  Como a relação cronológica entre estes 
fatores ainda não está bem definida, têm-se aventado a hipótese cíclica, na qual 
uma autossustentada ativação microglial, e a morte dos neurônios dopaminérgicos 
estejam diretamente interligados (TANSEY et al., 2007; TANSEY e GOLDBERG, 
2010; COLLINS et al., 2012). Com nosso experimento mostramos que o insulto 
inflamatório pré-natal no 11º dia de gestação per se não causou alteração da 
atividade microglial e astrocitária, aos 100 dias de vida do animal. 
Interessantemente, alguns autores mostraram que, quando realizaram insulto 
inflamatório durante a gestação, havia ativação destas células no hipocampo (logo 
ao nascimento) (ROUMIER et al., 2008), na área peri- e subventricular e no estriado 
(no 1° e no 7º dia de vida) (ROUSSET et al., 2006), e  no hipocampo, córtex frontal e 
tálamo (aos 8 dias de vida pós-natal) (CAI et al., 2000). Todavia, todos estes 
estudos aplicaram LPS em fases mais tardias da formação neuronal, como nos dias 
15 (ROUMIER et al., 2008), 18 e 19 (CAI et al., 2000), e 19 e 20 de gestação 
(ROUSSET et al., 2006). Assim, os resultados encontrados na literatura acima 
expostos, e a ausência de ativação visualizada em nosso experimento, vão de 
encontro à teoria de que a neurogênese precede a gliogênese. Durante as primeiras 
três semanas de desenvolvimento pós-natal, a população glial, que contém 
predominantemente astrócitos, se expande de 6 a 8 vezes no encéfalo de roedores 
(GE et al., 2012). Desta forma, a aplicação de LPS mais tardiamente pode alterar 
profundamente o processo de formação e/ou ativação glial pelo aumento de IL-1β, 
IL-6 e TNF-α no encéfalo fetal (CAI et al., 2000). Por outro lado, não podemos 
ignorar a ação do LPS pré-natal, aplicado nesta fase mais inicial da formação do 
SNC sobre a glia. Neste período, ainda que menos de 30% das células microgliais e 
astrocitárias estejam presentes, a atividade inflamatória parece marcá-las com 
alterações irreversíveis. Ling et al., (2006) e Ling et al., (2004a) ao avaliarem a SNpc 
de ratos que tinham recebido exposição prévia de 1mg/kg de LPS no dia 10,5 
gestacional, comprovaram presença de quantidade aumentada de microglia ativada 
aos 7 e 16 meses de vida respectivamente, nesta região. Neste contexto, sugerimos 
que o dano glial, em decorrência da aplicação de LPS no dia 10,5 ou 11º dia de 
gestação, permaneça de maneira quiescente, e com o decorrer do envelhecimento 
seja exponencialmente potencializado. Confirmamos ainda, em nosso experimento, 
que a aplicação de LPS intranigral no rato adulto aumentou significativamente a 
densidade das células microgliais e astrocitárias no local da lesão. Diferentemente 
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de Ji et al., (2012) que mostraram que a presença de suplementação com óleo de 
peixe, concomitante à injeção de 5µg de LPS intranigral, foi decisivo na redução da 
ativação microglial, nossos resultados ausentaram-se em mostrar efeito 
neuroprotetor nestes parâmetros quando a suplementação foi realizada no período 
gestacional (FIGURAS 26 e 27).  Estudos post-mortem em encéfalos de pacientes 
com DP confirmam a existência de microglia ativada, que coincide com a morte 
neuronal dopaminérgica (HIRSCH e HUNOT, 2009). Entretanto, estes dados 
refletem o estado nas horas terminais da vida do paciente; como estava esta 
atividade nos dias, meses ou anos precedentes ainda continua uma incógnita 
(McGEER e McGEER, 2008). O uso de modelos animais induzido por neurotoxinas 
é crucial para a elucidação da patofisiologia da DP, e para desenvolver estratégias 
baseadas no aspecto translacional dos resultados obtidos para a aplicação clínica 
(BOVE e PERIER, 2011).  Assim, nossos resultados ressaltam o efeito crucial da 
suplementação com óleo de peixe, durante a formação do SNC, sobre a função 
cognitiva e comportamental do animal. Em contrapartida, sugerimos que, para este 
composto atuar como redutor do processo inflamatório (CALDER, 2012b) e, 
consequentemente seu potencial efeito deletério, como ativação glial e astrocitária 
no SNC (COLLINS et al., 2012), a presença dele na dieta, no momento do insulto, é 
essencial. 
Como a morte celular é um importante contribuinte para a patogenia da DP, 
o envolvimento das proteínas da família Bcl-2 foram alvo de investigações no 
processo de apoptose (VAN der HEIDE e SMIDT, 2013). Porém, para Levy et al., 
(2009) pelo rápido estado transitório de ativação, restrita literatura consegue mostrar 
esta correlação em pacientes com DP. Para este autor, esse é um dos fatores para 
se encontrar tantas divergências a respeito do envolvimento dessas proteínas na 
morte dos neurônios dopaminérgicos. Jellinger, (2000) examinou o encéfalo de 4 
portadores de DP e mostrou que nenhum tinha sinal TUNEL-positivo, ou diferença 
nas concentrações de Bcl-2, Bax e Bcl-XL na SNpc; e suscita a possibilidade de 
mecanismo alternativo para a morte celular, diferente da apoptose clássica. 
Contrariamente Tatton, (2000) mostrou, ao analisar o encéfalo de 10 pacientes 
parkinsonianos, aumentada concentração de caspase-3 e Bax. Devido à difícil 
comprovação em estudo em humanos, investiu-se em estudos in vitro e em modelos 
animais. Nestes, várias alterações em proteínas apoptóticas foram encontradas, 
porém, segundo Levy et al., (2009), específicas de cada modelo. Isto foi 
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exemplificado em pesquisa com cultura primária modificada geneticamente que 
super-expressava Bcl-2, realizado por Malley et al., (2003). Nesta publicação 
mostrou-se que o Bcl-2 reduziu a morte celular causada pelo MPP+, mas que  
permaneceu inalterada com a aplicação de 6-OHDA, confirmando que diferentes 
vias estão associadas ao mecanismo de morte celular em cada neurotoxina.  
Poucos estudos relacionam diretamente a aplicação de LPS com investigação de 
Bcl-2 e Bax, uma vez que os alvos principais de investigação pós-inflamação 
encefálica incluem: ativação microglial, geração de espécies reativas de oxigênio e 
interleucinas.  Arimoto et al., (2007) mostraram, após 72 horas da injeção de 5µg de 
LPS intranigral, manutenção dos níveis de Bcl-2 e aumentado índice de Bax nesta 
estrutura. Nossa investigação é única na literatura em avaliar o efeito de insulto 
inflamatório pré e pós-natal em modelo animal de DP sobre as concentrações de 
proteínas apoptóticas. Mostramos, com nossos animais que 2ug de LPS não gerou 
modificação na concentração de Bcl-2 e Bax na substância negra 48 horas após o 
insulto. E que, aos 100 dias de vida, a exposição pré-natal não teve efeito sinérgico 
consequente à exposição prévia na vida intra-uterina. Todavia, como em nossos 
resultados mostramos intensa ativação glial e astrocitária, e significativa morte de 
neurônios dopaminérgicos 7 dias após a lesão, não podemos descartar a hipótese 
de que 72 ou 96 horas após o insulto pudesse ser visualizada alteração nas 
concentrações destas proteínas (BURGUILLOS et al., 2011). Por outro lado, 
podemos afirmar que a suplementação na gestação não alterou este ambiente de 
morte celular. Acreditávamos que os animais suplementados poderiam ter um 
aumento na concentração dos níveis de Bcl-2 basal, e que isto gerasse 
neuroproteção. Porém, nossos resultados mostram que isto não ocorreu. Assim, ao 
que parece, a presença do DHA nas membranas neuronais e/ou no interior das 
células, é crucial para alterar o microambiente de morte neuronal quando existe o 
envolvimento das proteínas Bcl-2 e Bax (AFSHORDEL et al., 2014). 
Como a capacidade de inibidores de caspases conferirem proteção à morte 
neuronal dopaminérgica era bastante controversa (LOTHARIUS et al., 1999), 
surgiram, no meio científico, comprovações de que vias alternativas caspase-
independente poderiam atenuar neste processo. Estudos em diferentes modelos 
animais comprovaram envolvimento da translocação do AIF ao núcleo na morte de 
neurônios hipocampais, após aplicação sistêmica de LPS (CZAPSKI et al., 2010); na 
morte de neurônios corticais, após trauma cerebral (PIAO et al., 2012); e na redução 
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de células hipocampais em CA1 após isquemia global em camundongos (THAL et 
al., 2011). Em modelo animal de DP, foi demonstrado que a morte dos neurônios 
dopaminérgicos na SNpc consequente à aplicação de MPTP também foi mediada 
por translocação nuclear do AIF (WANG et al., 2003). Elegante trabalho realizado 
por Burguillos et al., (2011) comprovou que a ação do LPS intranigral era caspase-3 
independente, e consistentemente induzida pela presença de AIF intranuclear. 
Como os estudos acima citados investigaram esta proteína após 1 e 24 horas 
(CZAPSKI et al., 2010), 72 horas (THAL et al., 2011), e 2 dias (BURGUILLOS et al., 
2011) após a lesão neuronal, nos propomos, com nosso experimento, investigar a 
presença de AIF intranuclear 7 dias após a aplicação de LPS na SNpc. Sabemos 
que a aplicação de LPS leva a uma continuada ativação microglial e astrocitária que 
pode perdurar, segundo Iravani et al., (2005) até 30 dias após a aplicação intranigral 
desta neurotoxina. Além disso, para Hirsch e Hunot, (2009) após uma inapropriada 
ativação, a microglia é capaz de exercer cíclica toxicidade celular, através da 
liberação de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, além de citocinas 
inflamatórias como TNF-α que pode, nos neurônios dopaminérgicos, levar à morte 
por apoptose. Indagamos se a aplicação pré-natal associada à lesão pós-natal 
poderia manter a translocação de AIF ao núcleo mesmo após o pico 
neurodegenerativo do LPS – quarto dia pós-injeção (CASTANO et al., 1998). Para 
isto, analisamos através do fracionamento celular a presença desta proteína no 
núcleo em todos os grupos experimentais. Nossos resultados mostraram conteúdo 
de AIF intranuclear mesmo nos animais ausentes de processo inflamatório. Este 
dado também foi mostrado em estudos prévios (LI et al., 2007; CZAPSKI et al., 
2010), porém não encontramos trabalhos na literatura que discutissem esta 
presença. Sugerimos que seja decorrente de processo basal de apoptose neuronal, 
uma vez que excluímos, em nosso protocolo, a contaminação de AIF mitocondrial 
(Anexo 02). Ainda, mostramos que a concentração de AIF não estava 
estatisticamente alterada, no período de análise em questão, nos animais que 
receberam LPS tanto pré como pós-natal. Isto mostra que uma vez terminado o 
auge do processo inflamatório, o translocamento de AIF ao núcleo cessa, 
independentemente do processo de ativação microglial e/ou astrocitário 
continuarem. Semelhantemente às proteinas Bcl-2 e Bax, a suplementação com 
óleo de peixe na gestação e lactação, não alterou o microambiente apoptótico e a 
morte neuronal dopaminérgica. Além disso, acreditamos que a exacerbação da 
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morte neuronal dopaminérgica potencializada pelo fator tempo-dependente descrito 
em estudos prévios (LING et al., 2004b; LING et al., 2006) não seja influenciada por 
um novo processo de translocação de AIF ao núcleo, uma vez que Yu et al., (2011) 
não encontraram significante aumento desta proteína intranuclear em céluas 
neuronais de ratos com 24 meses de vida. 
Em suma, os resultados deste experimento ressaltam a importância do 
período de gestação como desencadeantes de patologias na vida adulta. Também 
mostram que a suplementação com óleo de peixe durante a gestação e lactação é 
essencial para proteger dos danos cognitivos gerados pela aplicação pré e pós-natal 
de LPS. Todavia, incentivamos que estudos complementares futuros sejam 
realizados para verificar o possível efeito neuroprotetor do óleo de peixe em fases 
mais tardias deste protocolo, nas quais existe um indicativo de efeito sinérgico entre 







1- A significativa incorporação lipídica de DHA nas membrans neuronais dos 
animais com 21 dias de vida, não se mostrou eficaz em alterar o número de 
neurônios dopaminérgicos na SNpc. 
2- A aplicação sistêmica de LPS nas ratas matrizes gerou déficits cognitivos na 
prole, relacionados à memória espacial e não-espacial que foram prevenidos 
pela suplementação com óleo de peixe. 
3- A aplicação de LPS intra-utero acarretou danos funcionais no tecido nervoso 
como reduzida concentração de DA estriatal e metabólitos, e reduzido número 
de astrócitos na SNpc nos animais jovens, que não foram influenciados pela 
presença de óleo de peixe durante a formação do SNC.  
4- Aos 21 dias de vida os níveis de proteínas pró- e anti-apoptótica, Bax e Bcl-2, 
não foram alteradas tanto pela inflamação sistêmica no 11° dia de gestação 
como pela suplementação com AGPIs ω-3. 
5- Na fase adulta, ressaltamos a utilização do LPS como modelo de fases iniciais 
da DP, uma vez que se isenta em prover déficits motores, e sensivelmente gera 
déficits cognitvos. 
6- O efeito dos AGPIs ω-3 em alterar a função do SNC foi amplamente visualizado, 
uma vez que a suplementação durante a gestação e lactação manteve 
inalterados as respostas cognitivas, e os níveis de dopamina, mesmo após as 
exposições pré e pós-natal. 
7- Não encontramos efeito sinérgico de ambos insultos na morte neuronal 
dopaminérgica, e nas ativações glial e astrocitária aos 100 dias de vida, e 
indicamos que sejam eventos tempo-dependentes influenciados pelo 
envelhecimento. 
8- O processo continuado de ativação microglial e astrocitária não induz a 
manutenção de translocamento de AIF da mitocondra ao núcleo, em processo 
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FIGURA 30 - PADRONIZAÇÃO DA TÉCNICA DO FRACIONAMENTO CELULAR 
MOSTRANDO A AUSÊNCIA DE CITOCROMO C NA FRAÇÃO DE NÚCLEO (A) E A 
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